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ZUSAMMENFASSUNG 
Humanes Papillomvirus (HPV)16 gehört zu der Gruppe der „high risk“ Viren, die mit der Entstehung 
der Zervixkarzinome assoziiert werden. Im Verlauf der HPV-vermittelten Tumorigenese wird die 
Kommunikation infizierter Zellen mit dem Immunsystem verändert. In der vorliegenden Arbeit wird 
zum ersten Mal gezeigt, daß es durch HPV-Infektion zu einer Reduktion der Interferon-κ (IFN-κ) 
Expression kommt, wobei die IFN-β-Transkription unverändert bleibt. Dieser Effekt wird durch das 
Onkoprotein E6 von HPV16 vermittelt. Bemerkenswert ist, daß das IFN-κ-Gen in tumorigenen 
Zervixkarzinom-Zelllinien weder konstitutiv exprimiert wird, noch durch IFN-induzierende Viren, wie 
„Newcastle-Disease-Virus“ (NDV) oder Sendai-Virus (SeV), reinduziert werden kann. Dies zeigt, daß 
es innerhalb der HPV-vermittelten Karzinogenese zu einem kompletten Abschalten der IFN-κ-
Genexpression kommt. Der Vorteil dieses Verlustes besteht für eine Tumor-Zelle in der verminderten 
Kontrolle durch das Immunsystem. Die Kommunikation zwischen infiziertem Keratinozyt und 
immunologischen Effektorzellen wird gestört, da eine Induktion von Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-
α) durch IFN-κ in Monozyten und dendritischen Zellen ausbleibt. 
Mit Hilfe der Indikatorviren Encephalo-Myocarditis-Virus (EMCV) und Vesikulo-Stomatitis-Virus 
(VSV) konnte die biologische Aktivität der konstitutiv exprimierten Interferone gezeigt und ein 
Zusammenhang zwischen mangelnder IFN-κ-Expression und Verlust der Protektion gegenüber VSV 
erklärt werden. Dieser gegenüber primären Keratinozyten verschlechterte antivirale Status in E6 
exprimierenden Zellen geht nachweislich mit einer verminderten Expression IFN-abhängiger Gene 
einher, wie z.B. PKR, MxA, IRF-7 und p48 (IRF-9). 
Untersuchungen der IFN-Signaltransduktion zeigten, daß E6 auf die „Interferon-Regulatory-Factor“ 
(IRF)-3-Aktivierung und Dimerisierung sowie die nachfolgende Induktion des IFN-β-Gens keinen 
negativen Einfluß ausübt. Dies steht ebenso im Gegensatz zu bisherigen Publikationen wie auch die 
oben genannte Beobachtung, dass das Onkoprotein E7 nicht die p48-abhängige IFN-
Signaltransduktion inhibiert. 
Bemerkenswert ist die E6-abhängige, verminderte Induzierbarkeit von IRF-1 nach TNF-α-
Behandlung. Dieser Effekt ist insofern spezifisch als die Aktivierung von NFκB durch TNF-α 
unbeeinflusst blieb. Interessanterweise ist ein wesentliches Merkmal tumorigener Zervixkarzinom-
Zelllinien die Inhibierung der TNF-α-vermittelten Induktion des IFN-β-Gens. Diese Hemmung der 
TNF-α-Signaltransduktion konnte ebenfalls der E6-Onkogenexpression zugeschrieben werden.  
Eine Inaktivierung dieser beiden E6-vermittelten Mechanismen, der IFN-κ-Expression wie auch der 
TNF-α-vermittelten Induktion von IRF-1, scheint somit ein wesentlicher Mechanismus innerhalb der 
durch HPV-vermittelten Karzinogenese zu sein, der es infizierten Zellen ermöglicht, sich der 
wachstumsinhibierenden Kontrolle durch Interferone sowie der Kontrolle durch das Immunsystem 





Human papillomavirus (HPV) 16 is etiologically involved in the development of cervical 
cancer. During progression the communication between infected cells and the immune system 
becomes disturbed. In the present study, it is shown that HPV infection causes a significant 
inhibition of constitutive interferon (IFN) -κ expression, whereas IFN-β transcription remains 
unchanged. This effect could be linked to the presence of the oncogene E6 of HPV16. 
Remarkably, in tumorigenic cervical carcinoma cell lines the IFN-κ gene is neither 
constitutively expressed nor can it be stimulated by IFN inducible viruses such as Newcastle-
Disease-Virus (NDV) or Sendai-Virus (SeV). This indicates that E6 oncogene expression 
leads to a general down-regulation of IFN-κ gene expression during HPV mediated 
carcinogenesis. As a consequence, the communication between infected keratinocyte and 
immunologic effector cell is disturbed, since the induction of Tumor-Necrosis-Factor-α (TNF-
α) by IFN-κ in monocytes and dendritic cells is lost.  
In immortalized HPV positive keratinocytes the biological activity of constitutively expressed 
interferons was confirmed in antiviral protection assays against Encephalo-Myocarditis-Virus 
(EMCV) infection. Inhibition of IFN-κ expression in E6 expressing cells could be correlated 
with a loss of protection against Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV). The observed impairment 
of the antiviral state in E6 and E6/7 cells was accompanied by a lowered expression of IFN 
dependent genes such as PKR, MxA, IRF-7 and p48 (IRF-9). 
Studies on the IFN signal transduction pathway showed that i.) E6 had no effect on 
dimerization of IRF-3 after virus infection and ii.) E7 does not inhibit p48 mediated IFN 
signal transduction. This is in contrast to previous publications where a direct binding and 
functional inactivation of E6 to IRF-3 as well as E7 to p48 has been postulated. 
Notably, TNF-α mediated induction of IRF-1 is reduced in E6 expressing cells, while the 
activation of NFκB is not altered. A fundamental feature of cervical carcinoma cells is the 
loss of TNF-α mediated IFN-β gene induction. This inhibition of the TNF-α induced IRF-1 
activation could now also be linked to E6 oncogene expression. The E6 mediated reduction of 
IFN-κ expression as well as the abrogation of TNF-α induced IRF-1 expression seem to be 
key mechanisms during HPV induced carcinogenesis that enable the infected cells to escape 
from immunologic control as well as to evade from the growth inhibitory effects of the 
interferons. 
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung 
des HPV-Genoms 
E1-E7 = offene Leseraster der frühen 
Gene, L1 und L2 = offene Leseraster 
der späten Gene, URR = „Upstream 
Regulatory Region“. Die Nukleotide 
sind von 1-7857 durchnummeriert. 
1. EINLEITUNG 
 
1.1 Humane Papillomviren (HPV) 
 
Papillomviren infizieren Hautoberflächen und Schleimhäute und verursachen das Wachstum 
von Warzen bzw. epithelialen Tumoren (zur Hausen 1996). Bis heute konnten 85 
verschiedene Typen identifiziert und vollständig sequenziert werden (de Villiers et al., 1997; 
zur Hausen, 2000). Dabei werden die humanen Papillomviren eingeteilt in kutane bzw. 
mucosale Viren und entsprechend ihrem Vorkommen in entartetem Gewebe in „high risk“ 
bzw. „low risk“ Typen. HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 39, 45, 52, 58 and 69 sind Vertreter der 
„high risk“ Gruppe, während HPV-Typen 6 und 11 vor allem in gutartigen genitalen Warzen 
zu finden sind und als „low risk“  eingestuft werden (de Villiers, 1989; zur Hausen, 1996). 
HPV16 und 18  sind ätiologisch am häufigsten an der Entstehung von Gebärmutterhalskrebs 
(Zervixkarzinom) beteiligt. Diese Krebsart ist die zweithäufigste bei Frauen weltweit. 
 
 
1.1.1 Organisation der Humanen Papillomviren 
 
Papillomviren sind kleine, nicht umhüllte DNA-Viren (Klug und Finch, 1965), die im 
Zellkern von Epithelzellen replizieren. Sie gehören der Familie der Papovaviridae an. Ihr 
Virion besteht aus einem einzelnen Molekül doppelsträngiger, zirkulärer DNA (Abb.1.1), das 
etwa 8000 Basenpaare umfasst und von einer ikosaedrischen Proteinhülle umschlossen wird. 
Das Kapsid wird aus 72 einzelnen Kapsomeren zusammengesetzt. Sein Durchmesser beträgt 
zwischen 52-55 nm (Howley und Lowy, 2001; Florin et al., 2002). Virale Genome 
assoziieren in infizierten Zellen mit wirtseigenen Histonen und bilden so einen chromatin-
ähnlichen Komplex (Rösl et al., 1983).  
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Das Genom lässt sich in 3 Bereiche untergliedern. Die URR („Upstream Regulatory Region“) 
enthält neben dem Ursprung der Replikation auch die regulatorischen Elemente für die 
Transkription der frühen und späten Gene (Waldeck et al., 1984; Chiang et al., 1992). Die 
frühen Gene (E1-E7) codieren Proteine, die zur Aufrechterhaltung des viralen 
Lebenszyklusses essentiell sind (zur Übersicht, siehe zur Hausen 1996). Als  späte Gene 
werden die offenen Leseraster von  L1 und L2 bezeichnet. Sie werden zur Bildung des viralen 
Kapsids in der Endphase der Vermehrung benötigt (Klug und Finch, 1965). Die Transkription 
verläuft in eine Richtung, da nur einer der beiden DNA-Stränge die codierende Information 
enthält (Chen et al., 1982; Danos et al., 1982). Die Aktivität der viralen Promotoren wird 
durch zelluläre Faktoren beeinflußt (Butz und Hoppe-Seyler, 1993). 
Der Infektionszyklus der Papillomviren ist eng an die Differenzierung der Epithelzellen 
gebunden. Eine Infektion erfolgt über Mikroläsionen in Zellen des Stratum basale. Dort findet 
die Transkription der frühen Gene statt. Das virale Genom selber liegt zu diesem Zeitpunkt 
der Vermehrung in begrenzter Kopienzahl vor. Einhergehend mit der Differenzierung der 
Hautschichten ändert sich jedoch das zelluläre Milieu. Es kommt zur Aktivierung eines 
viralen Promotors für die späten Gene, mit deren Expression sich auch der Replikationsmodus 
des Virus ändert, so dass mit Fortschreiten des Differenzierungstatus der Zellen die Anzahl 
der viralen Episome und die Transkriptionsrate der frühen wie auch der späten Gene ansteigt. 
Im Stratum granulosum und im Stratum corneum assoziieren dann die viralen Kapsidproteine 
mit den Genomen zu infektiösen Nachkommenviren. Schließlich erfolgt die Freisetzung der 
Viruspartikel in diesen stärker differenzierten Bereichen der Haut (Stoler et al., 1989; Dürst et 
al., 1991). Durch die Beschränkung der Viruspartikelproduktion auf die äußeren 
Hautschichten kann das Virus jahrelang episomal in infizierten Basalzellen persistieren und 
wird in dieser Form auch in prämalignen Läsionen gefunden (Dürst et al., 1985). Eine 
Integration ins Wirtszellgenom erfolgt zufällig (Park et al., 1995) und wird in frühen 
neoplastischen Läsionen als prognostisch ungünstiger Faktor angesehen (Wang und 
Hildesheim, 2003).  
Ein Rekombinationsereignis wird möglicherweise durch bestimmte Nukleotidsequenz-
Abfolgen im Genom der „high risk“ HPV-Typen gefördert. Das virale Genom öffnet sich 
bevorzugt in der Region zwischen E1 und E2. Durch Integration wird das Leseraster des E2-
Gens zerstört, wohingegen die „Open Reading Frames“ für E6 und E7 sowie die URR 
erhalten bleiben (Schwarz et al., 1985). In undifferenzierten Keratinozyten übernimmt das 
E2-Protein die Funktion eines Repressors gegenüber der Transkription der Gene E6 und E7. 
                                                                                                                                      Einleitung                        
                                                                                                                                                   5
Kommt es durch Linearisierung und Integration ins Wirtszellgenom zur Zerstörung von E2, 
so hat das die Überexpression der viralen Proteine E6 und E7 zur Folge (Cripe et al., 1987). 
 
 
1.1.2 Das Konzept der Mehrstufenkarzinogenese  
 
Die Infektion humaner Papillomviren kann als initiierendes Ereignis einer HPV-vermittelten 
Karzinogenese verstanden werden. Epidemiologische Studien belegen: eine Primärinfektion 
mit HPV ist für die Entstehung eines Tumors ursächlich, jedoch nicht allein ausreichend. Die 
Mehrheit der Infektionen treten ohne klinische Symptomatik auf.  
Eine Entwicklung zum Zervixkarzinom verläuft über mehrere Stadien, die sich hinsichtlich 
ihrer Morphologie unterscheiden und durch histopathologische Veränderungen des Epithels 
gekennzeichnet sind. Je nach Auftreten und Häufigkeit von undifferenzierten basaloiden 
Zellen in betroffenen Regionen unterscheidet man zwischen intraepithelialen Neoplasien des 
Grades I-III (zur Hausen, 1996). Ob es zur Persistenz des Virus und zur Ausbildung von 
Neoplasien oder zum späteren Zeitpunkt auch zu malignen Läsionen kommt, hängt jedoch 
maßgeblich vom Immunstatus der Patientinnen ab. So weisen immunsupprimierte Personen 
eine höhere Virus-Suszeptibilität auf und präneoplastische Läsionen sind bei ihnen häufiger 
zu finden als bei gleichaltrigen Kontrollpatienten (Schneider und Koutsky, 1992).  
 
Anhand epidemiologischer und molekularbiologischer Daten wurde das Konzept der 
Mehrstufenkarzinogenese für das Zervixkarzinom postuliert (zur Hausen, 1991; zur Hausen 
und Rösl, 1994). Es besagt, dass nach funktioneller Inaktivierung bestimmter 
Tumorsuppressorgene die HPV-vermittelte Karzinogenese als eine Reihe fortlaufender 
immunologischer Selektionsprozesse verstanden werden kann. Hierbei wird die 
Kommunikation zwischen Immunsystem und prämalignen HPV-positiven Zellen zunehmend 
gestört (Rösl et al., 1999). Studien mit Zellhybriden aus tumorigenen HPV-positiven Zellen 
und humanen Fibroblasten, die keinen tumorigenen Phänotyp mehr aufweisen, oder 
Komplementationsstudien an immortalisierten Keratinozyten-Zelllinien zeigen, dass 
Tumorigenität ein rezessives Merkmal ist und dass Regulationsmechanismen in der Zelle 
existieren, die trotz einer viralen Infektion in der Lage sind, zelluläre Prozesse wie Mitose 
oder Differenzierung zu steuern (Stanbridge et al., 1982; O’Hara et al., 1987; Seagon und 
Dürst, 1994).    
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1.1.3 Das CIF („Cellular Interfering Factor”) Konzept 
 
Die Onkogene E6 und E7 von „high risk“ HPV-Typen besitzen transformierendes Potential. 
Ihre Expression führt zur Immortalisierung von infizierten Zellen (Dürst et al., 1987; Pirisi et 
al., 1987; Hudson et al., 1990). 
Experimentelle Studien geben jedoch Hinweise auf die Existenz eines in der Zelle 
vorkommenden Kontrollsystems, das die Funktion viraler Onkoproteine überwacht, wodurch 
eine Immortalisierung verhindert wird und die Zelle dem Phänomen einer natürlichen 
Seneszenz unterliegt. Dies konnte nach somatischer Hybridisierung verschiedener HPV-
positiver immortalisierter Zellklone gezeigt werden, die zuvor unsterblich, anschließend 
Alterungsvorgängen unterworfen waren, obwohl eine Expression der viralen Onkogene 
weiterhin stattfand (Chen et al., 1993). Insgesamt konnten anhand dieser Studien mindestens 
4 Komplementationsgruppen identifiziert werden (Pereira-Smith und Smith, 1988), die die 
Existenz mehrerer zellulärer Gene belegen, die wahrscheinlich alle in derselben 
Signaltransduktionskaskade vorkommen und zelluläre Alterungsvorgänge regulieren. Eine 
Unterbrechung dieses Signaltransduktionsweges durch Onkoproteine resultiert in einem 
immortalisierten Phänotyp (zur Hausen, 1999).  
Andererseits bedeutet das auch, dass wirtszelleigene Gene in der Entstehung eines 
veränderten Wachstums modifiziert werden müssen. Das beschriebene Phänomen wurde 
„Cellular Interfering Factor“ (CIF)-Kaskade I genannt (zur Hausen, 1999).  
Die Existenz eines weiteren regulatorischen Transduktionsweges konnte vor allem durch 
Untersuchungen an immortalisierten Zellen nach Transplantation in Nacktmäusen aufgezeigt 
werden. Immortalisierte Zellen, im Gegensatz zu tumorigenen HPV-positiven Zellen, zeigten 
eine signifikante Reduktion der transkriptionellen Aktivität, verglichen mit Zellen der 
gleichen Abstammung in vitro (Bosch et al., 1990; Dürst et al., 1991). Diese Beobachtung 
konnte durch die Zugabe von Makrophagen zu in Zellkultur gehaltenen Zellen simuliert 
werden: auch hierdurch konnte die Transkription des HPV-Genoms minimiert werden. Der 
Effekt geht nachweislich auf den von den Makrophagen sezernierte Tumor-Nekrose-Faktor 
(TNF-α) zurück (Rösl et al., 1994) und beschreibt eine interzelluläre 
Signaltransduktionskaskade (CIF II), deren Störung durch die Anwesenheit viraler Onkogene 
bei einer malignen Progression mit ursächlich ist (zur Hausen, 1999).  
Hinweise auf dieses beobachtete Phänomen erhielt man auch durch immunologische Studien. 
Für IFN–α und IFN-β, sowie für TNF-α und Interleukin-1, konnte ein negativer Effekt auf die 
HPV-Transkription gezeigt werden (Nawa et al., 1990; Malejeczyk et al., 1992; Rösl et al., 
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1994; Kim et al., 2000). Allerdings beschränkt sich die Wirkung auf prämaligne HPV-
positive Zellen. Zervixkarzinomzellen zeigen eine geringere Sensitivität gegenüber Zytokin-
Behandlung (Sugarman et al., 1985; Shepard et al., 1988; Majewski et al., 1996). 
Unterschiede findet man auch in der „Monocyte Chemoattractant Protein 1“ (MCP-1) 
Expression. MCP-1 ist ein kleines parakrin wirkendes Chemokin, dessen Aufgabe in der 
Rekrutierung und Aktivierung immunologischer Effektorzellen liegt. Dabei werden von den 
Monozyten Zytokine freigesetzt, unter anderem TNF-α,  was wiederum einen Effekt auf 
MCP-1 exprimierende Zellen ausübt (Abb. 1.2) (Jiang et al., 1992; Colotta et al., 1992). 
Dieser positive „Feedback“-Mechanismus führt zu einer Amplifikation des immunologischen 
Signals und resultiert in einem Einwandern weiterer Zellen des Immunsystems (Bosch et al., 
1990). Für Zervixkarzinomzellen konnte keine MCP-1-Expression beobachtet werden, auch 
nicht nach Zytokinstimulus (z.B. TNF-α). Hingegen ist die MCP-1-Expression in HeLa-
Zellen durch Fusion mit nicht-tumorigenen Fibroblasten rekonstituierbar (Rösl et al., 1994). 
Eine Überexpression von MCP-1 in HeLa oder tumorigenen Hamsterzellen reprimiert deren 
Wachstum in Nacktmäusen, da es zu einer verstärkten Einwanderung von Monozyten kommt 
(Rollins und Sunday, 1991; Kleine et al., 1995). Diese Daten lassen vermuten, dass der 
Verlust der MCP-1-Expression einen Selektionsvorteil darstellt, wodurch sich HPV-positive 
Zellen einer lokalen, durch Zytokine vermittelten Wachstumskontrolle und Immunabwehr 
entziehen (Rösl et al., 1994).  
 
Abb. 1.2 Schematische Darstellung des „Feedback“-Mechanismus durch Chemokin-Expression.   
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1.1.4 Die viralen Onkogene E6 und E7 
 
Die Expression humaner „high risk“ Papillomviren führt in primären Keratinozyten zur 
Immortalisierung der Zellen (Dürst et al., 1987; Pirisi et al., 1987; Hudson et al., 1990). Die 
minimale Sequenz, die hierfür notwendig ist, konnte den Genen E6 und E7 zugeschrieben 
werden (Hawley-Nelson et al., 1989; Münger et al., 1989). Die Expression dieser Onkogene 
ist für eine Immortalisierung essentiell; wie Studien in der Nacktmaus belegen, sind solche 
Zellen jedoch nicht tumorigen (Dürst et al., 1987; Woodworth et al., 1989). Die 
Transformation zum malignen Phänotyp erfolgt erst durch zusätzliche Expression von 
aktiviertem ras- oder v-fos-Onkogen (Dürst et al., 1989; DiPaolo et al., 1989; Pei et al., 1993) 
oder durch zusätzliche Zellschädigung durch γ-Strahlen (Seagon und Dürst, 1994). 
Andererseits erfordert die Aufrechterhaltung des immortalisierten und des malignen 
Phänotyps die Expression von E6 und E7 (Watanabe et al., 1993; Hu et al., 1995). Im 
Gegensatz zu Infektionen mit „high risk“ Papillomviren führt die Infektion primärer 
Keratinozyten mit Vertretern der „low risk“ Gruppe (HPV6 oder HPV11) nicht zur 
Immortalisierung (Schlegel et al., 1988; Woodworth et al., 1989). Das transformierende 
Potential, das von den Onkogenen E6 und E7 der „high risk“ Typen vermittelt wird, 
begründet sich unter anderem in deren Interaktion mit zahlreichen zellulären Proteinen. Als 
wichtigste sind hier p53 (Werness et al., 1990) und pRB (Dyson et al., 1989) zu nennen.  
E6 von „high risk“ HPV-Typen bindet p53. Diese Interaktion wird durch die Protein-Ligase 
E6-AP vermittelt (Scheffner et al., 1993) und führt zur Ubiquitin-vermittelten Degradation. 
Eine wichtige Funktion von p53 stellt die „Checkpoint“-Kontrolle zwischen G1- und S-Phase 
des Zellzyklus dar. Mögliche Schäden der DNA führen zu einem p53-vermittelten Stop in der 
G1-Phase, um notwendige Reparaturen durchführen zu können (Maltzmann et al., 1984; 
Fritsche et al., 1993). Bei irreparablen Schäden kommt es zur p53-vermittelten Induktion der 
Apoptose (Lowe et al., 1993). Diese Mechanismen werden durch die Anwesenheit des E6-
Onkoproteins gestört. Als Folge kommt es zur chromosomalen Instabilität und zu Mutationen 
in HPV-positiven Zellen (Havre et al., 1995).  
E7 von „high risk“ HPV-Typen interagiert mit pRB- und Retinoblastomaprotein verwandten 
„Pocket“-Proteinen (Dyson et al., 1992; Helt und Galloway, 2003). Diese Bindung führt zur 
Phosphorylierung und zu einer erhöhten Degradationsrate durch Ubiquitinierung (Boyer und 
Wazer, 1996). Auf diese Weise werden Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie freigesetzt, 
die durch pRB und verwandte Proteine gebunden sind, und können nachgeschaltete, 
proliferationsfördernde Gene aktivieren (Bagchi et al., 1990; Bandara et al., 1991).  
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Des Weiteren inaktiviert E7 die Cyclin-abhängigen Kinase-Inhibitoren p21 und p27 (Zerfass-
Thome et al., 1996). Diese Interaktion führt zu erhöhter Aktivität Cyclin-abhängiger Kinasen 
(cdk), die den Zellzyklus regulieren. Dadurch kommt es zu einem Kontrollverlust der Zelle. 





Die Interferone wurden anhand ihrer Fähigkeit entdeckt, virale Infektionen zelltypspezifisch 
zu unterdrücken. 
Die Familie der Interferone wird in 2 Gruppen eingeteilt: Zum Typ I Interferon gehören α-, β- 
und κ-Interferon, zum Typ II das γ-Interferon. Die Gene der Typ I Interferone weisen eine 
Sequenzhomologie von 50% auf. Während für Interferon-β und Interferon-κ nur ein Gen 
beschrieben ist (Roberts et al., 1998; LaFleur et al, 2001), kann das α-Interferon in 20 weitere 
Subtypen untergliedert werden (Roberts et al., 1998). Typ I Interferone benutzen den gleichen 
Interferon-α-Rezeptor (IFNAR) (Mogensen et al., 1999). Das Typ II Interferon besitzt 
mehrere Introns (Samuel, 1991) und bindet zudem an einen eigenen Oberflächenrezeptor 
IFNGR (Interferon-γ-Rezeptor) (Merlin et al., 1985). Die beiden Interferon-Typen unter-
scheiden sich auch hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen Funktion. Nach Infektion kommt 
es zunächst zu einer unspezifischen Immunantwort, an der sich phagozytierende Zellen des 
Immunsystems, sowie das Komplementsystem und sowohl natürliche Killerzellen als auch 
Zytokine beteiligen, wie z.B. Typ I Interferon oder TNF-α, (Biron, 2001). Ein wichtiger 
Aspekt in dieser frühen Phase der Immunreaktion ist die Interferon-α und -β vermittelte 
Induktion der MHC Klasse I Expression (Biron, 1998). Auf diese Weise wird die Präsentation 
von Antigenen auf infizierten Körperzellen vervielfältigt und so dem Immunsystem leichter 
zugänglich gemacht. In einer späteren Phase der Immunreaktion während der adaptiven 
Immunantwort kommt es zur Beteiligung von B-Zellen, sowie von zytotoxischen T-Zellen 
und T-Helferzellen, von denen hauptsächlich Interferon-γ produziert wird (Boehm et al., 
1997; Biron et al., 1999). Die Interferone stellen einen gemeinsamen Abwehrmechanismus 
dar, der eine Brücke zwischen humoraler und zellvermittelter Immunantwort bildet (Biron, 
2001). Eingedrungene Erreger werden so sehr effizient unschädlich gemacht. 
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1.2.1 Interferon Signaltransduktion  
 
Typ I und Typ II Interferon verwenden nicht nur unterschiedliche Rezeptoren, auch die 
Weiterleitung des Signals innerhalb der Zelle ist abgesehen von partiellen Überschneidungen 
verschieden (Abb. 1.3). Für Typ I Interferon gilt: Nach Bindung von α/β oder κ-Interferon an 
die Untereinheit IFNAR1 kommt es zur Hetero-Dimerisierung des Rezeptorkomplexes 
(IFNAR1/IFNAR2) (Stark et al., 1998; Mogensen et al., 1999). Anschließend werden 
Rezeptor gebundene Janus-Kinasen, Jak-1 und Tyk-2, aktiviert. Diese Aktivierung hat die 
nachfolgende Phosphorylierung latenter zytoplasmatischer STAT („Signal Transducer and 
Activator of Transcription“) Proteine zur Folge. Im Falle von α- und β-Interferon verläuft die 
Weiterleitung des Signals über den „Interferon Stimulated Gene Factor 3“ (ISGF-3)-
Transkriptionsfaktor, der aus aktiviertem STAT-1 und STAT-2 Protein besteht, sowie aus 
einer weiteren Untereinheit, p48/IRF-9 (ISGF3γ), die eine DNA-Bindungsdomäne besitzt (Fu 
et al., 1990; Veals et al., 1992). Dieser Komplex transloziert nun in den Zellkern und schaltet 
die Expression von Genen an, die ein „Interferon Stimulated Response Element“ (ISRE) in 
ihrem Promotor aufweisen (Levy et al., 1988) und als ISG (Interferon stimuliertes Gen) 
bezeichnet werden. 
Im Falle des Typ II Interferon, Interferon-γ, kommt es nach Dimerisierung der 
Rezeptoruntereinheiten IFNGR-1 und IFNGR-2 (Bach et al., 1997) zur Aktivierung von an 
Jak-1- und Jak-2-gebundenen Kinasen, die nun wiederum STAT-1 phosphorylieren. 
Aktiviertes STAT-1 bildet Homodimere aus („Gamma Activated Factor“ GAF), die im 
Zellkern an sogenannte GAS-Elemente („Gamma Activated Sequence“) binden und sich im 
Promotor IFN-γ induzierbarer Gene befinden (Abb. 1.3) (Bandyopadhyay et al., 1995; 
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Abb. 1.3 Signaltransduktion der Typ I und Typ II Interferone 
Die Bindung der Interferone an ihren Rezeptor induziert die Phosphorylierung der Rezeptor-
assoziierten-Kinasen, die ihrerseits die Phosphorylierung der STAT-Proteine vermitteln. Die Tyrosin-
Phosphorylierung der STAT-Proteine bewirkt deren Dissoziation vom Rezeptor und die Ausbildung 
von Homo- bzw. Heterodimeren. Die Folge ist die Translokation in den Zellkern und die Induktion 
Interferon-spezifischer Gene. ISGF3: Interferon Stimulated Gene Factor 3; GAF: Gamma Activated 





1.2.2 Die Familie der „Interferon Regulatory Factors“ (IRFs) 
 
Die Familie der „Interferon Regulatory Factors“ (IRFs) besteht aus Transkriptionsfaktoren, 
deren Aufgabe die regulierte Expression sowohl von Typ I, als auch von Typ II Interferon 
abhängigen Genen ist. Sie sind an der Ausbildung eines antiviralen Schutzes, einer 
Immunreaktion und der Regulation von zellulären Wachstumsprozessen beteiligt (Taniguchi 
et al., 1995). Sie bestehen aus mind. 9 bekannten Mitgliedern (IRF-1-7, ICSBP/IRF-8, und 
ISGF3γ/p48/IRF-9) (Nguyen et al., 1997), die alle auf verschiedenen Chromosomen 
lokalisiert sind. Ihnen gemeinsam ist das Erkennen und Binden der ISRE-Sequenzen 
(„Interferon Stimulated Responsive Element“), die sich in Interferon-regulierten Genen 
befinden und sich durch die Sequenz-Abfolge AGTTTCNNCNY auszeichnen (Mamane et 
al., 1999). 
„Interferon Regulatory Factors“ können transkriptionell aktivierend wirken (IRF-1, IRF-3 und 
IRF-9/p48), reprimierend (IRF-2, IRF-8) oder auch beide Eigenschaften in sich vereinen 
p48 
IFN-α/β IFN-γ 
IFNAR2 IFNAR1 IFNGR2 IFNGR1 
Tyk2 Jak1 Jak1 Jak2 
ISGF3 GAF/AAF 
ISRE  GAS 
STAT2 STAT1 
p48 
STAT1 STAT1 STAT1 STAT1 oder 
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(IRF-4, IRF-7). Im inaktivierten Zustand befinden sie sich im Zytoplasma. Erfolgt eine 
Aktivierung durch virale Infektion oder Zytokin-Stimulus translozieren sie in den Zellkern 
(Lin et al., 1998; Kumar et al., 2000). 
Die IRF-1 Expression wird durch Typ I und Typ II Interferone sowie durch TNF-α induziert 
(Kröger et al., 2002 zur Übersicht).  
Für eine virusinduzierte Interferonsynthese sind die Faktoren IRF-3 und IRF-7 maßgebend. 
IRF-3 wird konstitutiv in allen Zelltypen exprimiert, wohingegen die IRF-7-Expression von 
der Anwesenheit eines Zytokin-Stimulus abhängt (zur Übersicht, siehe Tanaka und 
Taniguchi, 2000).  
 
 
1.2.3 Induktion von Typ I Interferon durch Zytokine und Viren 
 
Ein wichtiger Faktor in der Zell-Zell-Kommunikation zwischen Makrophagen und Virus 
(HPV)-infizierten Epithelzellen ist TNF-α. Dieses Zytokin induziert selektiv die Expression 
von IFN-β in befallenen und in Nachbar-Zellen und vermittelt so indirekt einen antiviralen 
Status (Bachmann et al., 2002). IFN-β wiederum induziert die Expression von IFN-α-Genen 
(Erlandsson et al., 1998) und stimuliert seine eigene Expression (Hata et al., 2001). Versuche 
mit IFN-α vorbehandelten Daudi oder HeLa-Zellen haben gezeigt, dass eine anschließende 
Virusinfektion oder Behandlung mit dsRNA eine endogene Interferon-Produktion um das 8-
100 fache erhöht (Dron et al., 1990).  
Diese Vorbehandlung mit IFN, oder eine dem entsprechende, minimale konstitutive IFN-
Produktion von Zellen selber, wird „priming“ genannt. In diesem Zustand kommt es zur 
Expression verschiedener, für eine effiziente IFN-Signaltransduktion wichtiger Faktoren wie 
z.B. IRF-3 (Hata et al., 2001), aber auch zur Expression wichtiger antiviraler Proteine. Im 
Falle einer Infektion muß ein antiviraler Status also nicht mehr induziert werden, da 
Verteidigungssysteme bereits anwesend sind, die die Zelle nutzen kann. Ein IFN-Signal wird 
im weiteren Verlauf durch den autokrinen Mechanismus verstärkt (siehe nachfolgender 
Abschnitt), um die Abwehr noch effizienter zu gestalten (Sato et al., 1998; Hata et al., 2001). 
 
Neben Zytokinen sind Viren die am besten untersuchten Induktoren des Interferon-Systems. 
Allen Viren, die Interferone induzieren können, ist eines gemeinsam: Während ihres 
Replikationszyklus kommt es zu einem Zwischenschritt, in dem doppelsträngige RNA-
Intermediate (dsRNA) gebildet werden. Diese dsRNA aktiviert nicht nur zahlreiche antivirale 
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Enzyme direkt (siehe nachfolgender Abschnitt), sondern induziert auch durch Bindung an 
„Toll-like-Receptor-3“ (TLR-3) die Aktivierung von IRF-3 und NFκB, die nachfolgend die 
IFN-β-Genexpression anregen (Fitzgerald et al., 2003). Mitglieder der Familie der TLRs 
werden durch konservierte Merkmale nach bakterieller, viraler oder allgemein mikrobieller 
Infektion aktiviert.  
„New Castle Disease“ Virus (NDV) und Sendai Virus (SeV) sind als klassische Interferon-
Induzenten zu nennen (Volckert-Vervliet und Billiau, 1977; Waldman et al., 1981; Gobl et 
al., 1988; Lin et al., 1991; Costas et al., 1993). Der natürliche Wirt dieser beiden Viren sind 
Hühner. Säugerzellen hingegen sind nicht permissiv für eine Vermehrung von NDV oder 
SeV, reagieren jedoch mit der Expression großer Mengen von Interferon in befallenen Zellen. 
So zeigen infizierte Mäuse bereits 2 Stunden nach Infektion lokal (in der Milz) eine Induktion 
von Zytokinen (IFN-α,-β und -γ, TNF-α) und Interleukinen (IL-2, IL-6) (Guha-Thakurta und 
Majde, 1997).  
Viren hingegen, die keine oder nur eine minimale Interferoninduktion hervorrufen trotz 
Bildung von dsRNA, sind das Encephalo-Myocarditis-Virus (EMCV) und das Vesikulo-
Stomatitis-Virus (VSV). Im Gegensatz zu NDV und SeV sind beides lytische Viren, die durch 
Replikation und „Shut off“ der wirtseigenen RNA- bzw. Protein-Synthese in einer 
ungeschützten Zelle einen zytopathischen Effekt (CPE) verursachen. EMCV und VSV sind 
sensitiv gegenüber geringen Mengen von Interferon (Ito und Montagier, 1977; Green et al., 
1980; Shoham et al., 1984). Sie können somit als Indikator eines antiviralen Schutzes in 
Zellen experimentell genutzt werden. Tumorzellen, die die Fähigkeit, auf Interferon zu 
antworten, verloren haben, können selektiv mit VSV lysiert und abgetötet werden. 
Angrenzendes gesundes Gewebe hingegen wird durch einen Interferon-vermittelten 
antiviralen Status geschützt (Stojdl et al., 2000). 
 
 
1.2.4 Positiver Rückkopplungsmechanismus des Typ I Interferons 
 
In Folge einer Virusinfektion kommt es zunächst zur Phosphorylierung und Dimerisierung 
von IRF-3. Der so aktivierte Transkriptionsfaktor transloziert in den Zellkern und veranlasst 
mit Hilfe von CBP/p300 (Yoneyama et al., 1998) die Induktion des IFN-β-Gens (Wathelet et 
al., 1998; Sato et al., 1998). Dieses wiederum wirkt auto- und parakrin über die JAK-STAT-
Signaltransduktionskaskade auf die Expression von IRF-7 (Hata et al., 2001). Mit Hilfe von 
IRF-7 wird nun das IFN-β-Signal verstärkt (Autoamplifikation) (Hata et al., 2001) und die 
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Expression von Interferon-α-Genen induziert (Lu et al., 2000). Auf diese Weise gelangt eine 
infizierte Zelle zu einem antiviralen Status. Die frühe Phase der Interferon-Induktion ist in 
Abb. 1.4 dargestellt. Eine konstitutive IFN-Produktion, die in uninfizierten Zellen IRF-3/IRF-
7 unabhängig verläuft (Hata et al., 2001), kann demnach ein kritischer Faktor sein, um IRF-7-
Expressionsmengen auf ein bestimmtes Maß anzuheben oder zu halten. Entscheidend dabei 
ist, ob im Falle einer viralen Infektion der positive Rückkopplungsmechanismus effizient 
funktionieren kann oder nicht.  
 
 
Abb. 1.4 Konstitutive IFN-β-Expression und Signalverstärkung bei viraler Infektion 
Ein konstitutives IFN-β-Signal führt in einer nicht-infizierten Zelle zur Expression von IRF-7. IRF-3 
hingegen wird auch ohne Zytokin-Stimulus exprimiert. Nach viraler Infektion werden IRF-3 und IRF-
7 durch Phosphorylierung aktiviert und induzieren gemeinsam in der frühen Phase der Infektion die 





1.2.5 Antivirale Aktivitäten der Interferone 
 
An dieser Stelle sollen nun die wichtigsten antiviralen Mechanismen der Interferone erläutert 
werden. Zu den bekanntesten zählen das Oligoadenylatsynthetase (OAS)/RNAseL-System, 
die Proteinkinase R (PKR), Adenosin-Deaminase ADAR1 und die Mx-Proteine (Abb. 1.5). 
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Abb. 1.5 Antivirale Effekte der Interferone 
Antivirale Fähigkeiten der Interferone werden durch nachgeschaltete aktivierte Proteine ausgeübt. 
Einige der bekannten Enzyme, sowie deren zelluläre Ziele und die Effekte, sind schematisch 
dargestellt (leicht verändert nach Samuel, 2001). PKR: Proteinkinase R; OAS: 
Oligoadenylatsynthethase; ADAR: Adenosin-Deaminase; Mx: Protein-GTPase MxA, eIF-2α: 
eukaryontischer Initiationsfaktor 2α. 
 
 
Die Proteinkinase R (PKR) ist ein RNA-abhängiges Enzym (Thomis und Samuel, 1993; 
Clemens und Elia, 1997), das durch doppelsträngige Ribonukleinsäure (dsRNA) aktiviert 
wird. Die Bindung der dsRNA bewirkt eine Autophosphorylierung der PKR (Proud, 1995; 
Clemens und Elia, 1997). Auf diese Weise aktiviert, phosphoryliert die PKR nun die α-
Untereinheit des Proteinsynthese-Initiationsfaktors eIF-2α (Samuel, 1997) und den Inhibitor 
des Transkriptionsfaktors NFκB, IκB (Kumar et al., 1994; Deb et al., 2001). Die Serin 51 
Phosphorylierung von eIF-2α durch PKR führt zu einem Stop der Translation, da die 
Guanidin-Austauschreaktion unterbunden wird (Schneider und Shenk, 1987; Gale et al., 
2000). Die Funktion der PKR bleibt jedoch nicht auf den antiviralen Mechanismus 
beschränkt. Sie hat auch Aufgaben in der Signalweiterleitung. Hier wird die PKR  durch 
verschiedene Stimuli aktiviert, wie z.B. Interleukin-3 (IL-3),  IL-1,  IFN-α, IFN-γ und TNF-α. 
Die Signaltransduktion erfolgt dann in Richtung einer Reihe von weiteren Effektoren wie z.B. 
NFκB, IRF-1 und ATF-2 (Kumar et al., 1994 und 1997; Williams, 1997 und 1999; 
Bandyopadhyay et al., 2000; Zamanian-Daryoush et al., 2000).  
Die Replikation von EMCV und VSV ist in PKR-überexprimierenden Zellen reduziert 
(Meurs et al., 1992; Stojdl et al., 2000). Dagegen kommt es in PKR-mutierten oder 
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defizienten Mäusen bzw. deren embryonischen Fibroblasten (MEFs) nach Interferon-
Behandlung zu einer Abnahme des antiviralen Status (Yang et al., 1995; Stojdl et al., 2000). 
 
Das Oligoadenylatsynthetase(OAS)/RNaseL-System dient als virales Abwehrsystem der 
Degradierung von RNAs. Durch replikative Intermediate (RI), wie sie in der frühen Phase 
viraler Replikation vorkommen, wird die Oligoadenylatsynthetase (OAS) aktiviert. Sie 
katalysiert die Entstehung von ppp(A2’p)nA, abgekürzt 2’-5’-Oligoadenylat (2-5A) aus ATP 
(Hovanessian et al., 1977; Castelli et al., 1998). Die Konzentration des gebildeten 2-5As ist 
direkt proportional zur Aktivität der nachgeschalteten RNaseL. Diese besitzt eine hohe 
Affinität zu ihrem Substrat und wechselt nach Bindung vom monomeren, passiven Zustand in 
den dimeren, aktiven Zustand über (Dong und Silverman, 1995). Als Endoribonuclease kann 
sie nun sowohl virale wie auch zelluläre (rRNA) RNAs zerschneiden (Floyd-Smith et al., 
1981; Wreschner et al., 1981). Freies 2-5A ist in der Zelle instabil, es wird rasch degradiert 
(Johnston und Hearl, 1987). Auf diese Weise kommt es zur Reduktion der enzymatischen 
Aktivität der RNaseL.  
Von allen untersuchten zoopathogenen Viren zeigt die Familie der Picornaviridae die höchste 
Korrelation zwischen Aktivierung des OAS/RNaseL-Systems und der anschließenden 
Inhibition von viraler Replikation (Chebath et al., 1987; Rysiecki et al., 1989; Coccia et al., 
1990). Eine Behandlung mit 2-5A reduziert einen durch EMCV verursachten zytopathischen 
Effekt (Hovanessian und Wood, 1980). 
 
ADAR-1 ist eine Adenosin-spezifische Deaminase. Sie katalysiert an hoch strukturierter 
RNA eine kovalente Modifikationsreaktion durch C-6 Deamination von Adenosin zu Inosin. 
Diese A- zu I-Transition destabilisiert die doppelsträngige RNA-Helix, indem sie die Bindung 
einschränkt. Stabile AU-Basenpaare werden gegen weniger stabile IU-Paare ausgetauscht 
(Wagner et al., 1989; Bass et al., 1997). Diese posttranskriptionelle Modifikation wird als 
RNA-Editing bezeichnet und erfolgt sowohl an viraler wie auch an zellulärer RNA. Durch 
den Tausch von einem Adenosin zu einem Inosin kommt es auch nachfolgend zu 
Veränderungen. Die Translationsmaschinerie baut für das Inosin ein Guanin ein. Das führt zu 
Modifikationen der Protein-codierenden Kapazität des Transkriptes bzw. der replizierten 
RNA. Eine RNase, die spezifisch Inosin beinhaltende RNA erkennt, könnte Auswirkungen 
auf die Stabilität der editierten RNAs haben (Scadden et al., 1997). A- zu I-Transition sind 
auch im Fall von HIV-RNA-Transkripten nach Injektion in Xenopus-Oozyten beobachtet 
worden, allerdings in dieser Form bislang nicht im Patienten (Bourara et al., 2000). 
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Mx-Proteine 
Lindenmann konnte erstmals 1962 beobachten, wie die Mauslinie A2G im Gegensatz zu allen 
sonst bekannten, gezüchteten Mausstämmen eine Resistenz gegenüber eines an Maus 
adaptierten Influenzavirus aufwies (Lindenmann et al., 1962). Diese spezifische Resistenz, so 
konnte später gezeigt werden, entstand mit Hilfe eines IFN-induzierbaren Mx1-Gens. Durch 
virale Infektion wird die Expression des Mx1-Protein erhöht. Mx1 der Maus ist im Zellkern 
lokalisiert und verhindert dort die Replikation von Influenza. Auf diese Weise wird die virale 
Vermehrung gestoppt (Arnheiter et al., 1996). 
Die Familie der Mx-Proteine gehört zur Superfamilie der großen GTPasen, zu denen auch die 
Dynamine gehören. Die Homologie zwischen beiden Familien beträgt jedoch lediglich 30% 
(Staeheli et al., 1993). Mx-Proteine werden nicht konstitutiv exprimiert. Eine Induktion der 
Expression erfolgt durch α- und β-Interferon. Hingegen nicht durch IFN-γ (Simon et al., 
1991; Arnheiter et al., 1996). Die Proteine lagern sich zu oligomeren Strukturen zusammen, 
die die einzelnen Monomere vor dem proteosomalen Abbau schützen und ihre Halbwertzeit 
verlängern. MxA ist vergleichsweise stabil und hat eine Halbwertzeit von ungefähr 24 
Stunden (Kochs und Haller, 2002). Eine Punktmutation in der N-terminalen Region hat zur 
Folge, dass das Protein seine Fähigkeit zum „Self-Assembly“ verliert und schnell degradiert 
wird (Janzen et al., 2000). 
Das humane MxA ist im Zytoplasma lokalisiert und schützt die Zelle vor einer ganzen Reihe 
von Viren. Dazu zählen Orthomyxoviridae (Influenza A bzw. C und Thogoto Virus), 
Bunyaviridae (LaCrosse Virus, Hantavirus), Paramyxoviridae (Parainfluenza, Masernvirus), 
Rhabdoviridae (VSV) und Togaviridae (Semliki Forest Virus) (Pavlovic et al., 1995; 
Arnheiter et al., 1996; Haller et al., 1998). Die Replikation von Picornaviren dagegen wird 
nicht inhibiert (EMCV). Der antivirale Mechanismus ist in keinem Fall immer der gleiche. So 
wurde für VSV-infizierte Zellen beschrieben, dass es in Anwesenheit von MxA zu einer 
Hyper- anstelle einer Hypophosphorylierung des P-Proteins von VSV kommt. Normalerweise 
stimuliert die Phosphorylierung des VSV-P-Proteins die virale Transkription. Durch die 
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1.2.6 Virale Strategien gegen zelluläres Interferon 
 
Virale Infektionen sind ursächlich für die Induktion des Interferon-Systems, das wiederum die 
Replikation des jeweiligen Virus unterbinden soll. Als Antwort darauf haben sich im Laufe 
der Evolution Mechanismen ausgebildet, die eine antivirale Aktivität der Wirtszelle 
unterdrücken sollen. Generell kann man diese in 2 Gruppen unterteilen: Zum einen in 
diejenigen, die eine Interferon-Produktion verhindern, und zum anderen in solche, die die 
IFN-Antwort unterdrücken. Sowohl DNA- wie auch RNA-Viren weisen in ihrem Genom 
Sequenzen auf, die für Proteine codieren, die den JAK-STAT-Signaltransduktionsweg (Katze 
et al., 1991) oder die Wirkung des Interferons behindern. Ein weit verbreiteter Mechanismus 
ist der „Schutz durch Anpassung“ (Mimikry). 
Als Beispiel für eine direkte Inaktivierung einzelner antiviral wirkender zellulärer Proteine sei 
hier der spezifische Inhibitor der RNaseL erwähnt, der von HIV codiert wird und zum 
Abschalten der RNaseL nach Aktivierung führt (Martinand et al., 1999). 2`-5’- 
Adenylatderivate von Herpes Simplex Virus führen ebenso zu einer Inhibition der RNaseL 
(Cayley et al., 1984). 
Das Pockenvirusgenom codiert für einen löslichen Interferon-Rezeptor (vIFN-Rc), der von 
den befallenen Zellen sezerniert wird und dafür sorgt, dass Interferone außerhalb der Zelle 
gebunden werden und nicht den eigenen zellulären Rezeptor erreichen (Alcami und Smith, 
1995).  
Humane Herpesviren besitzen in ihrem Genom offene Leseraster, die Homologien zu 
zellulären IRFs aufweisen. Viral codiertes vIRF-1 neutralisiert jedoch nicht nur die Funktion 
zellulärer IRF-1-Proteine, sondern auch die der zellulären IRF-3-Moleküle (Zimring et al., 
1998; Burysek et al., 1999), wohingegen vIRF-2 die antiviralen Eigenschaften der PKR 
inaktiviert. Des Weiteren bindet dieser viral codierte Faktor an „Nuclear-Factor-κ-B“ (NFκB) 
Erkennungssequenzen. NFκB spielt eine wichtige Rolle in zahlreichen Immunreaktionen. 
Unter anderem befindet sich eine Konsensussequenz im Promotor des IFN-β-Gens. Durch 
Bindung von vIRF-2 anstelle des zellulären NFκB wird die Transkription von Typ I 
Interferon nach viraler Infektion verhindert (Burysek et al., 1999; Burysek und Pitha, 2001). 
Eine Überexpression von vIRF-3 führt zur Inhibierung von zellulärem IRF-3 und zellulärem 
IRF-7. Auf diese Weise kann sehr effizient die Transkription von IFN-α-Genen unterbunden 
werden (Lubyova und Pitha, 2000).  
Auch Rezeptor-assoziierte Kinasen und STAT-Proteine können Angriffspunkte viraler 
Proteine sein. In Zellen, die mit Paramyxovirus infiziert sind, findet beispielsweise eine 
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selektive Degradation von STAT-Proteinen statt (Parisien et al., 2002). Das E1A-Protein des 
Adenovirus dagegen interagiert mit STAT1 und p48 und behindert dadurch die IFN-
Signaltransduktion (Leonard und Sen, 1996).  
 
1.2.6.1 Interaktionen von HPV und zellulärer Interferonsignaltransduktion 
Auch für humane Papillomviren sind Interaktionen mit diesem System beschrieben. So bindet 
E6 von HPV16 IRF-3 und blockiert dadurch dessen Translokation in den Zellkern (Ronco et 
al., 1998).  Die Rezeptor-assoziierte Kinase Tyk2 wird von HPV18 E6 gebunden und  
nachfolgende Phosphorylierungsschritte werden erschwert (Li et al., 1999). Ein weiteres 
Beispiel für eine virale Strategie findet sich in der Blockierung der posttranskriptionellen 
Aktivierung von IRF-1, die durch das Onkoprotein E7 von HPV16 vermittelt wird (Perea et 
al., 2000). Hierbei kommt es zur Inhibierung der Transkription IRF-1-abhängiger Gene durch 
Rekrutierung einer Histondeacetylase (HDAC) (Park et al., 2000). Für den Faktor ISGF3 
konnte eine Bindung von HPV16 E7 an die DNA bindende Untereinheit p48 gezeigt werden. 
Auch in diesem Fall kommt es zur Blockierung der IFN-α-induzierten Signaltransduktion, da 
eine Translokation von p48 in den Zellkern unterbunden wird (Barnard und McMillan, 1999; 
Barnard et al., 2000). 
 
Abb. 1.4 Virale Proteine von humanen Papillomviren interferieren mit der IFN-
Signaltransduktion.  
Die Bindung des Interferons an den Rezeptor führt zu dessen Autophosphorylierung und der 
Aktivierung der STAT-Proteine sowie der nachgeschalteten IFN-sensitiven Gene. Die Onkoproteine 
von HPV sind auf verschiedenen Ebenen in der Lage, die Signaltransduktion zu blockieren. Dies 
geschieht unter anderem durch Interaktion mit Rezeptor-assoziierten Kinasen, durch die Bindung an 
Bestandteile des ISGF-3-Komplexes oder durch die Inhibierung der IRF-Proteine. 
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1.3 Interferone und HPV-assoziierte Erkrankungen 
 
Interferone kommen in der Therapie verschiedener Krankheiten zum Einsatz (Giovannoni und 
Miller, 1999; Camma et al., 2004; Cinatl et al., 2004), so auch in der Behandlung von 
Zervixkarzinomen (Lippman et al., 1992; Ikic et al., 2000). Unabhängig von der 
Applikationsform besitzt IFN-γ jedoch eine größere Wirkung als IFN-β und dieses wiederum 
als IFN-α (Kim et al., 2000; Koromilas et al., 2001). Prämaligne Vorstufen und lokal 
begrenzte Plattenepithelkarzinome sprechen besser auf eine Therapie an als ein bereits 
metastasierter Krankheitsverlauf (Lippman et al., 1992;  Ikic et al., 2000). 
Anhand der untersuchten und beschriebenen Einflüsse, die die viralen Onkogene auf die IFN-
Signaltransduktion haben,  können erfolgreiche klinische Studien mit Interferon jedoch nicht 
erklärt werden.   
Im Rahmen von Voruntersuchungen konnte allerdings die Bedeutung einer Zytokin-
vermittelten endogenen Interferon-Produktion aufgezeigt werden.  
So wurde für HPV-positive prämaligne Zellen ein durch TNF-α-induzierter „Feedback“-
Mechanismus nachgewiesen (Abb. 1.2), der über MCP-1-Expression in infizierten Zellen und 
Verstärkung der TNF-α-Expression durch immunologische Effektorzellen zu einer IFN-β-
Synthese der HPV-positiven, nicht-tumorigenen Keratinozyten führt. Die Transkription des 
HPV-Genoms wird auf diese Weise supprimiert und das Wachstum infizierter Zellen inhibiert 
(zur Übersicht: Rösl et al., 1999). 
So sind nur Zellen mit nicht-tumorigenem Phänotyp in der Lage, IFN-β auf einen TNF-α-
Stimulus hin zu bilden. IFN-β ist als „immediate early“-Gen für eine autokrine/parakrine 
Synthese von „delayed interferon response“ Genen verantwortlich. Es kommt zur Ausbildung 
eines antiviralen Status. Die biologische Aktivität des gebildeten Interferons konnte durch 
selektive Schützbarkeit gegenüber EMCV-Infektion gezeigt werden. Neutralisierende 
Antikörper gegen IFN-β (nicht jedoch gegen IFN-α oder IFN-γ) heben diesen Schutz auf. Das 
bedeutet, dass bei der malignen Transformation nicht tumorigener, HPV-positiver Zellen der 
TNF-α-vermittelte IFN-β-Signaltransduktionsweg gestört ist (Bachmann et al., 2002). 
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Abb. 1.5 Nachweis der Spezifität und der biologischen Aktivität von induziertem IFN-β. 
A: Für die RT-Reaktion wurden die Zellen entsprechend der angegebenen Zeitwerte mit TNF-α 
(10ng/ml) inkubiert. Aus dem Gemisch der revers transkribierten cDNA-Fragmente wurden IFN-β 
und GAPDH mittels spezifischer Primer amplifiziert. 
B: Vor der Zugabe von TNF-α wurden die Zellen 1 Stunde mit dem entsprechenden neutralisierenden 
Antikörper gegen IFN präinkubiert. Das induzierte Interferon ist an der Abnahme des Schutzes zu 
erkennen. 
C: TNF-α induziert einen antiviralen Status nach EMCV-Infektion nur in nicht-tumorigenen 444-
Zellen (HeLa-Fibroblasten-Hybride), tumorigene HeLa und CGL3 (tumorigene Segreganten der 444-
Zellen) werden lysiert. Als Kontrollen wurden auf jeder 96-Lochplatte eine Zellkontrolle (CC) zur 
Dokumentation des zellulären Wachstums, eine Viruskontrolle (VC) zur Beobachtung der viralen 
Lyse und eine Zytokinkontrolle zur Beobachtung möglicher Zytokineinflüsse auf das zelluläre 
Wachstum mitgeführt (entnommen aus: Bachmann, A., Hanke, B., Zawatzky, R., Soto, U., van 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Tumorigene Zervixkarzinomzellen zeigen eine Störung in ihrer Zytokin-„response“ (Rösl et 
al., 1999). Eine endogene IFN-β-Expression unterbleibt (Bachmann et al., 2002). Da 
Interferone aber antitumorale Eigenschaften aufweisen (Stark et al., 1998), war es von 
Interesse den Einfluß der individuellen Onkogene E6 und E7 von HPV16 einzeln oder in 
Kombination auf die IFN-Signaltransduktion zu untersuchen. Ein Ziel war in diesem 
Zusammenhang die Onkogen-abhängige Analyse von Genen bzw. Genprodukten der  
„immediate early“ sowie der „delayed interferon response“. 
Da die meisten beschriebenen Effekte viraler Onkogene in heterologen Systemen bzw. in 
transformierten Nagerzellen erzielt wurden, sollten in der vorliegenden Arbeit nur 
Zervixkarzinom-Zelllinien und davon abgeleitete, nicht maligne HPV-positive Zellhybride 
sowie mit den Onkogenen E6 und/oder E7 retroviral infizierte, humane Keratinozyten als 
Modellsysteme verwendet werden. Diese Zellen entsprechen den natürlichen Wirtszellen von 
HPV und sind dementsprechend näher an einer in vivo Situation (Howley und Schlegel, 
1988).  
 
In einem ersten Schritt sollte der antivirale Status von HPV16 E6 und/oder E7 
exprimierenden Keratinozyten mit Hilfe von lytischen Viren analysiert werden. Durch die 
Verwendung verschiedener IFN-induzierender bzw. sensitiver Viren, sowie durch den Einsatz 
von Zytokinen, sollte der Signaltransduktionsweg der Interferone in HPV-positiven Zellen 
insgesamt weiter aufgeschlüsselt werden um nach Unterschieden durch Onkogeneinwirkung 
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2. MATERIAL 
 
2.1 Chemikalien und Reagenzien 
 
[α32P]dCTP 10 mCi/ml    Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Acrylamid/bis-Acrylamid (29:1), 30 % Lösung Serva, Heidelberg 
Agarose für die Elektrophorese    Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumacetat, p.a     Fluka, Deisenhofen 
Ammoniumpersulfat für die Elektrophorese  Sigma, Deisenhofen 
Biogel P30, fein      BioRad, München 
Borsäure, für die Elektrophorese    Sigma, Deisenhofen 
Bovines Serum Albumin     Biomol, Hamburg 
Bradford-Reagenz      BioRad, München 
Bromphenolblau      Sigma, Deisenhofen 
Calciumchlorid-Dihydrat     Sigma, Deisenhofen 
Chloroform, p.a      Merck, Darmstadt 
Dextranblau      Sigma, Deisenhofen 
Diethylpyrocarbonat      Sigma, Deisenhofen 
E-64        Roche Diagnostics, Mannheim 
ECL-Reagenz      Amersham-Pharmacia, Freiburg 
EDTA für die Molekuarbiologie    Roche Diagnostics, Mannheim 
EGTA       Sigma, Deisenhofen 
Essigsäure, p.a. (100 %)     Merck, Darmstadt 
Ethanol, p.a.      Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid-Lösung, 1 %    Fluka, Deisenhofen 
Ficoll        Sigma, Deisenhofen 
Formaldehydlösung, p.a. 37 %    Merck, Darmstadt 
Formamid, p.a.      Fluka, Deisenhofen 
[γ-32P]dATP 10 mCi/ml    Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Glutardialdehyd, 37 %    Merck, Darmstadt 
Glycin       Sigma, Deisenhofen 
Glyzerin p.a., 87 %      Merck, Darmstadt 
Glykogen       Roche Diagnostics, Mannheim 
Harnstoff, für die Molekularbiologie   Merck, Darmstadt 
HEPES, für die Molekularbiologie    Gerbu, Gaiberg 
Hexanukleotide      Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Isoamylalkohol      Merck, Darmstadt 
Isopropanol, p.a.      Merck, Darmstadt 
Kaliumacetat, reinst      Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid, p.a.      Merck, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat, p.a.   Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydroxid-Plätzchen, p.a.    Merck, Darmstadt 
Kristallviolett      Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a.   Merck, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol      Sigma, Deisenhofen 
Methanol, p.a.      Merck, Darmstadt 
Methanol, technisch      BASF, Ludwigshafen 
Milchpulver      Roth, Karlsruhe 
3-(N-Morpholino)propansulfonsäure   Gerbu, Gaiberg 
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Natriumacetat, p.a. wasserfrei    Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid, p.a.      Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, p.a.  Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat     Sigma, Deisenhofen 
Natriumfluorid, p.a.      Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid-Plätzchen, p.a.    Roth, Karlsruhe 
Natriumorthovanadat     Sigma, Deisenhofen 
Nonidet-P40, 10 %     Roche Diagnostics, Mannheim 
DL-Norleucin      Sigma, Deisenhofen 
Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)   Roche Diagnostics, Mannheim 
Pefabloc SC       Roche Diagnostics, Mannheim 
Phenol in TE-Puffer (pH 7,5)   Roth, Karlsruhe 
Phenol, kristallin      Roth, Karlsruhe 
Polyvinylpyrrolidon 25     Serva, Heidleberg 
Ponceau S       Sigma, Deisenhofen 
RNaseIn       Hybaid, Heidelberg 
Salzsäure, 32 % p.a.      Merck, Darmstadt 
TEMED       Sigma, Deisenhofen 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat    Sigma, Deisenhofen 
t-RNA       Sigma, Deisenhofen 
Tumor-Nekrose-Faktor α     Strathmann Biotech, Hannover 
Tween 20       Sigma, Deisenhofen 





2.2 Reagenzien für die Zellkultur 
 
Ampizillin       Roche Diagnostics, Mannheim 
Bacto-Agar für die Molekularbiologie   Invitrogen, Karlsruhe 
Bacto-Trypton für die Molekularbiologie   Difco, Detroit 
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium   Invitrogen, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid, p.a.     Merck, Darmstadt 
Encephalo-Myocarditis-Virus (EMCV)  R. Zawatzky, Heidelberg 
Fötales Kälberserum (FKS)     Invitrogen, Karlsruhe 
Hefeextrakt, für die Molekularbiologie   Difco, Detroit 
Interferone α, β und γ     R. Zawatzky, Heidelberg 
Keratinozytenmedium    Invitrogen, Karlsruhe 
Neutralisierender Antikörper gegen IFN-β   R&D Systems, Wiesbaden 
Neutralisierender Antikörper gegen TNF-α  BD Biosciences Pharmingen, Belgium 
Penizillin 10.000 U/ml/Streptomyzin 10.000 U/ml  Gibco, Eggenstein 
Trypanblau      Sigma, Deisenhofen 
Trypsin/EDTA-Lösung     Gibco, Eggenstein 
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2.3 Enzyme 
 
DNase (1U/µl)      Promega, Mannheim 
Klenow-Fragment (5000 U/ml)    New England Biolabs, Schwalbach 
Restriktionsenzyme   Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Roche-Diagnostics, Mannheim 
RNase A (90 U/mg)      Serva, Heidelberg 
RNase Inhibitor (40U/ml)     Promega, Mannheim 
Superscript II TM (RNAse H (-) (200 U/µl))   Invitrogen, Karlsruhe 
T4 Polynukleotidkinase (10.000 U/ml)   New England Biolabs, Schwalbach 





λ/Hind III-Marker      New England Biolabs, Schwalbach 
Gene Ruler TM DNA-Leiter-Mix    MBI Fermentas, St.Leon-Rot 
b) Proteinstandard      Invitrogen, Karlsruhe 
Proteine an blauen Farbstoff gekoppelt 




1.Antikörper   
gegen 





Sc-497-x, Lot: D101 
Kaninchen polyklonal IgG 
Peptidantikörper gegen C-
Terminus von IRF-1, keine 




IRF-3 Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-9082-x, Lot: L089 
Kaninchen, polyklonal IgG 
erkennt gesamt IRF-3 aus 
Mensch, Maus und Ratte 
Western 
1:5000 
IRF-7 Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-9083-x, Lot: A120 
Kaninchen polyklonal IgG 
N-Terminus von IRF-7, 
(Aminosäuren 1-246) aus 




ISGF-3γ Transduction Laboratories 
I29320, Lot:1 
Maus monoklonal IgG1 
C-Terminus von ISGF-3γ 
(Aminosäuren 126-351) aus 




M2PK Pyruvatkinase Typ M2 
ScheBo Tech, Wettenberg 
(Nr.S-1; Lot: 03) Maus 
monoklonal IgG 
Spezifisch für die 
Pyruvatkinase aus Mensch 
und Ratte, keine 
Kreuzreaktivität mit 
Pyruvatkinase Typ L 
Western 
1:1000 
MxA Otto Haller, Freiburg Spezifisch für humanes MxA 1:1000 
RNaseL Robert Silverman, Cleveland Spezifisch gegen humane 
RNaseL 
1:1000 
PKR Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-707 ; Lot: J278 
Kaninchen polyklonal IgG 
Peptidantikörper gegen C-






Cell-Signalling, #9131 (Tyr 
705) Kaninchen polyklonal 
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Aktin ICN-Biotechnology, 
Eschwege 
Klon 4, Nr. 69100, 
Lot:7010F,  
Maus monoklonal IgG 
 




NFκB p50 Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-114 x; Lot: E030 






NFκB p65 Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-372 x; Lot: F130 
Ziege polyklonal IgG 




 IκB-α Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-371; Lot: H076 
Kaninchen polyklonal IgG 
Peptidantikörper gegen C-
Terminus des humanen  
IκB-α, erkennt ebenso IκB-α 






Hersteller gekoppelt mit Verwendung 
Kaninchen Promega, Mannheim 
#W401B; Lot: 16032802 
Merrettichperoxidase Western 
1: 5000 
Ziege Santa-Cruz, Heidelberg 
Sc-2020; Lot: K169 
Merrettichperoxidase Western 
1:5000 
Maus Promega, Mannheim 
#W402B; Lot: 16066001 
Merretichperoxidase Western  
1:10000 






Die spezifischen Primer wurden von Wolfgang Weinig (Deutsches Krebsforschungszentrum, 
Service-Einheit Nukleotidsynthese) hergestellt. Nach der Synthese wurden am 5’OH-Ende 
Dimethoxytitrylgruppen entfernt die Primer HPLC gereinigt. Als unspezifische Primer für die 
Vervielfältigung von RNA in RT-Reaktionen wurden Oligo(dT)-Primer der Firma Invitrogen, 
Karlsruhe verwendet. 
Folgende Primer wurden verwendet: 
 
oligo (dT)12-18 Primer (0,5 mg/ml)    Invitrogen, Karlsruhe 
 
EMCV   sense   5‘- CAA GTC TTC CAA CCA GCA TA- 3‘ 
reverse  5‘- ACC GAA GGC AGT CCA GTG TA- 3‘ 
 
GAPDH   sense   5‘- TGG ATA TTG TTG CCA TCA ATG ACC- 3‘ 
reverse  5‘- GAT GGC ATG GAC TGT GGT CAT G- 3‘ 
 
Interferon-β   sense   5‘- ACT GCC TCA AGG ACA GGA TG- 3‘ 
reverse  5‘- AAG CAA TTG TCC AGT CCC AG- 3‘ 
 
Interferon-κ  sense   5’- ATG CTT GGA GGA AGA CGA GA-3’ 
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2.7 Oligonukleotide für Elektromobilitäts-Shifts 
 





Plasmid Vektor Insert Herkunft 
pHFβΑ1  β−Aktin Gunning et. al 1983, erhalten von Dr. 
Kedes, Palo Alto USA 
pHU-IRF-1 pCDM8 IRF-1 Taniguchi, Japan 
pSK-ISGF-3γ  pBluescript SK p48 Andre Oumard, Braunschweig 





QIAquick Gel Extraktion Kit    Qiagen, Hilden 
RNeasy-Kit       Qiagen, Hilden 




Alle Lösungen wurden, falls nicht anders angegeben, in bidestilliertem Wasser angesetzt und  
autoklaviert. 
 
Blockinglösung      5 % Magermilchpulver 
in TBST 
 
Antikörper-Waschpuffer    1 x TBST 
 
Bakterien-Puffer      10 mM EDTA (pH 8,0) 
50 mM Glucose 
25 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
nicht autoklavieren, Lagerung bei 4°C 
 
Bakterien-Lyse-Puffer     0,2 M NaOH 
1 % SDS 
 
Bindepuffer für Bandshift-Analyse (5x)   50 % Glyzerin 
60 mM Hepes pH 7,9 
20 mM Tris pH 8,0 
300 mM Kaliumchlorid 
5 mM EDTA 
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Biogel-Suspension      1 x TE-Puffer 
5 mM Natriumchlorid 
0,2 % SDS 
50 % Biogel 
 
BSA       1µg/µl in Wasser für die Protein  
       Eichgerade, Lagerung bei -20°C 
 
BSA-Blockinglösung     5% BSA 
       in TBST, steril filtrieren 
 
Calciumchlorid/Glyzerinlösung    85 % Glyzerin 
100 mM Calciumchlorid 
 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) für DNA  24 Teile Chloroform 
1 Teil Isoamylalkohol 
 
Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) für RNA  9 Teile Chloroform 
1 Teil Isoamylalkohol 
 
Denaturierungspuffer     1,5M Natriumchlorid 
       0,5M Natriumhydroxid 
 
250 x Denhardt’s      5 % BSA 
5 % Ficoll 400 
5 % Polyvinylpyrrolidon 25 
 
DEPC- Wasser   0,1 % Diethylpyrocarbonat in 
bidestilliertem Wasser autoklavieren 
 
6 x DNA-Ladepuffer      60 mM EDTA (pH 8,0) 
60 % Glyzerin 
0,09 % Bromphenolblau 
0,09 % Xylenblau 
       Lagerung bei -20°C 
 
10 x DNase-Puffer      400 mM Tris-HCl pH 8,0 
100 mM Magnesiumsulfat 
10 mM Calciumchlorid 
 
DTT       0,1M Stocklösung 
       immer frisch zubereiten 
 
EDTA       0,5M EDTA pH 8,0 
 
EGTA       0,25M EGTA pH7,9 
 
E-64        2,5 µg/ml Stocklösung in 
50 % Ethanol/50 % bidestilliertes Wasser 
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Essigsäure/Kaliumacetat-Puffer    5M KCl 
3 M Acetat 
 
Hybridisierungspuffer     50 % Formamid 
10 Units/ml tRNA 
5 x SSC 
0,1 % Denhardt‘s-Puffer 
50 mM Natriumphosphatpuffer 
1 % SDS 
 
Hybridisierungs-Waschpuffer    2 x SSC 
0,1 % SDS 
 
Laemmli-Puffer (10 x)     0,25 M Tris 
1,9 M Glycin 
1 % SDS 
 
20 x MOPS-Puffer     400 mM MOPS 
       100 mM Natriumacetat 
       20 mM EDTA 
 
Natives PAGE-Ladepuffer    125 mM Tris/HCl pH 6,8 
       30 % Glycerol 
       2 % Didesoxycholat 
 
Natriumphosphat-Puffer     3 Teile 1M Natriumdihydrogenphosphat 
(für Hybridisierungspuffer)    2 Teile 1M di-Natriumhydrogenphosphat 
autoklavieren 
 
Neutralisierungspuffer    1M Tris pH 7,4 
       1,5M Natriumchlorid 
 
PBS        123 mM Natriumchlorid 
17,6 mM di-Natriumhydrogenphosphat-
dihydrat 
10 mM Kaliumdihydrogenphosphat 
pH mit HCL auf 7,2 bzw. auf 7,8 
einstellen autoklavieren 
 
10 x PCR-Puffer      200 mM Tris-HCl pH 8,4 
500 mM KCl 
Lagerung bei –20°C 
 
Pefabloc SC       23,8 mg/ml Stocklösung 
Lagerung bei –20°C in kleinen Portionen 
Stabilität: mindestens 2 Monate 
 
Phenol für RNA  250 g Phenol in 400 ml bidest. Wasser 
lösen, Lagerung 4°C 
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Poly (dI-dC)       1 mg/ml (10 U = 500 µg) 
in TNE-Puffer lösen 
5 min bei 45 °C annealen und auf 
Raumtemperatur abkühlen lassen 
Lagerung bei – 20°C 
 
Ponceau-Rot-Lösung     0,2 % Ponceau S 
3 % Trichloressigsäure 
 
Puffer A       10 mM Hepes pH 7,9 
10 mM Kaliumchlorid 
0,1 mM EDTA pH 8,0 
0,1 mM EGTA pH 7,9 
Lagerung bei –20°C in kleinen Portionen 
 
Puffer B       10 mM Tris pH 7,5 
7 M Harnstoff 
1 % SDS 
0,3 M Natriumacetat pH 4,8 
20 mM EDTA pH 8,0 
Lagerung bei –20°C in kleinen Portionen 
 
Puffer C       20 mM HEPES pH 7,5 
400 mM Natriumchlorid 
1 mM EDTA pH 8,0 
1 Mm EGTA pH 7,9 
Lagerung bei –20°C in kleinen Portionen 
 
5 x RNA-Ladepuffer      50 % Formamid 
2,2 M Formaldehyd 
1 x MOPS-Puffer 
1 % Ficoll 
0,02 % Bromphenolblau 
in DEPC-Wasser lösen und bei –20°C 
lagern 
 
RNase A       10 mg/ml RNase A 
10 mM Tris pH 7,5 
15 mM Natriumchlorid 
20 min. bei 80°C (DNase-frei), bei –20°C 
lagern 
 
5 x RT-Puffer      250 mM Tris-HCl pH 8,3 
375 mM Kaliumchlorid 
15 mM Magnesiumchlorid 
Lagerung bei –20°C 
 
20 x SSC       3 M Natriumchlorid 
0,3 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
pH 7,0 mit Salzsäure einstellen 
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50 x TAE –Laufpuffer     2 M Tris 
0,25 M Natriumacetat 
0,05 M EDTA pH 8,0 
pH 7,8 mit Essigsäure einstellen 
 
10 x TBE       0,9 M Tris-Base 
0,9 M Borsäure 
0,02 M EDTA pH 8,0 
 
10 x TBS       100 mM Tris-HCl pH 7,5 
1 M Natriumchlorid 
 
1 x TBST       10 mM Tris-HCl pH 7,5 
100 mM Natriumchlorid 
0,1 % Tween 20 
 
100 x TE-Puffer      1 M Tris 
0,1 M EDTA pH 8,0 
mit HCl pH 7,75 einstellen, autoklavieren 
 
TNE        10 mM Tris 
1 mM EDTA 
100 mM Natriumchlorid 
auf pH 7,2 bis 7,4 einstellen 
 
TNE-SDS       10 mM Tris 
1 mM EDTA 
100 mM Natriumchlorid 
0,2 % SDS 
 
2 x TNE-SDS-Blaumarker     20 mM Tris pH 8,0 
20 mM EDTA pH 8,0 
200 mM Natriumchlorid 
0,4 % SDS 
0,1 % Bromphenolblau 
0,5 % Dextranblau 
 
TNF-α       100 U/µl (Stocklösung) 
10 µg (106 Units) in 200 µl bidest Wasser 
lösen und mit DMEM (inklusive 10 % 
FKS) auf 10 ml auffüllen, bei –70°C in 
kleinen Portionen lagern 
 
5 x Western-Ladepuffer     10 % SDS 
300 mM Tris pH 6,8 
12,5 % 2-Mercaptoethanol 
5 mM EDTA pH 8,0 
50 % Glyzerin 
zum Lösen auf 37°C erwärmen und in 
kleinen Portionen bei –20°C lagern 
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2.11 Medien und Lösungen für die Zell- und Bakterienkultur 
 
Ampizillin   50 mg/ml sterilfiltrieren und bei –20°C in 
kleinen Portionen lagern 
 
DMEM      500 ml Fertigmedium von Sigma 
       10 % FKS 
       100 U/ml Penizillin 
       100 µg/ml Streptomyzin 
 
Einfriermedium      10 % DMSO 
30 % FKS 
60 % DMEM ohne Zusätze 
sterilfiltrieren durch 0,22 µm Filter, 
bei –20°C lagern 
 
Einfriermedium Keratinozyten   10 % DMSO 
       30 % FKS 
60 % Keratinozyten-Medium ohne 
Zusätze 
       sterilfiltrieren durch 0,22µm Filter 
       bei -20°C lagern 
 
Keratinozyten-Medium  500 ml serumfreies Fertigmedium von 
Invitrogen 
       25 mg Rinderhypophysenextrakt 
       2,5µg EGF 
       100 U/ml Penizillin  
       100µg/ml Streptomyzin 
     
LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)   10 g Natriumchlorid 
10 g Bacto-Trypton 
5 g Hefeextrakt 
mit Natronlauge pH 7,2 einstellen und mit 
bidest Wasser auf 1 Liter einstellen 
autoklavieren 
 
LB-Platten   2 % Bacto-Agar für Bakterien zum LB-
Medium hinzufügen, autoklavieren und 
Platten gießen 
 
Tetrazyklin            15 mg/ml Tetrazyklinhydrochlorid 
in 50% Ethanol/bidest. Wasser lösen, 
sterilfiltrieren 
Lagerung bei –20°C in kleinen Portionen 
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Trypsin/EDTA     Fertiglösung von Invitrogen/Karlsruhe 
0,5 g/l Trypsin 
0,2 g/l Na2EDTA x 4 H2O 




2.12 Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel 
 
Autoradiographie-Kassetten     (Kodak) Siemens, Stuttgart 
Einmalplastikküvetten    Greiner, Nürtingen 
Einmalspritzen (steril)     Becton-Dickinson, Heidelberg 
Eppendorf-Reaktionsgefäße     Eppendorf, Hamburg 
Faltenfilter       Schleicher und Schüll, Dassel 
Filme Hyperfilm ECL  Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Filme BioMax     Kodak, Siemens, Stuttgart 
Frischhaltefolie      Melitta/Migge, Heidelberg 
Glaspipetten       Renner, Darmstadt 
Glaswolle, silikonisiert     Serva, Heidelberg 
Kryoröhrchen      Greiner, Nürtingen 
Nitrocellulosemembran     Schleicher und Schüll, Dassel 
Nylonmembranen (modifiziert)    NEN Life Science, Köln 
Pipettenspitzen      Greiner, Nürtingen 
Plastikküvetten     Greiner, Nürtingen 
Polystyrolröhrchen     Greiner, Nürtingen 
PVDF-Membran (Immobilon P)  Millipore, Eschborn 
Sterilfilter       Millipore, Eschborn 
Verstärkerfolien für Röntgenfilme    Siemens, Stuttgart (X-Omat oder Biomax) 
(Kodak) 
Whatman 3 MM Papiere    Schleicher und Schüll, Dassel 
Zellkulturflaschen      Greiner, Nürtingen 
Zellkulturschalen      Greiner, Nürtingen 




Analysenwaage 2004 MP     Sartorius, Göttingen 
ß-Counter QC 2000     Bioscan, Washington D.C. (USA) 
Bakterienschüttler G25     Infors, Bottmingen (Schweiz) 
Begasungsbrutschrank, B5061 EC/CO2  Heraeus, Hanau 
Entwicklermaschine Curix 60   AGFA 
Geigerzähler LB 1210 B     Berthold, Wildbad 
Gelelektrophoresekammern    Renner, Darmstadt 
Geltrockner 483     Bio-Rad, München 
Spannungsgerät EPS 600     Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Heizblock/Schüttler      Eppendorf, Hamburg 
Hybridisierungsofen, Hybrid Mini   Bachhofer, Reutlingen 
Mikroskop CK2      Olympus 
Mini-PROTEAN II (Protein-Minigele)  BioRad, München 
PCR Thermo Cycler MultiCycler PTC-2000 M.J.Research 
Pipetten (automatisch) P5,30,300,1000   Finpipette, Thermo Life Sciences 
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Pipettboy acu      Integra Biosciences 
pH-Meter Calimatic 765    Knick 
Polaroid-Kamera MP4     Polaroid 
Spektrophotometer Ultraspec 3000    Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Sterile Werkbank BioGard Hood    Baker Company, Sanford (USA) 
Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 
Transilluminator      Vetter, Wiesloch 
Vertikalelektrophoresekammer    Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Vortexer       Heidolph, Rust 
Waage 1216 MP     Julabo, Seelbach 
Wasserbad      Julabo, Seelbach 
Western-Blotkammer Semi-Pore    Amersham-Pharmacia, Freiburg 
Wippschüttler DuoMax 2030    Heidolph, Rust 
Neubauer-Zählkammer    Bender&Hobein, Bruchsal 





HeLa   Gewebe     Adenokarzinom, Zervix 
Morphologie     epitheliale Zellen  
Alter      31 Jahre (1951) 
Ethnische Zugehörigkeit   Afrikanerin 
Wachstumsmerkmal    adhärent,  
HPV-Status     Typ 18 (circa 50 Kopien pro Zelle) 




FK16E6 Gewebe    Vorhaut     
Morphologie    Epithel 
Alter     neonatal 
Wachstumsmerkmal    adhärent 
HPV-Status    Onkogen E6 von HPV16 
Referenz     Aguilar-Lemarroy et al., 2002 
 
FK16E7  Gewebe     Vorhaut 
Morphologie     Epithel 
Alter      neonatal 
Wachstumsmerkmal    adhärent 
HPV-Status     Onkogen E7 von HPV16  
Referenz     Aguilar-Lemarroy et al., 2002 
 
FK16E6/7  Gewebe     Vorhaut 
Morphologie    Epithel 
Alter      neonatal 
Wachstumsmerkmal    adhärent 
HPV-Status     Onkogene E6 und E7 von HPV16 
Referenz     Aguilar-Lemarroy et al., 2002 
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444: nicht-tumorigene  Hybride, die aus der Fusion von HeLa mit humanen Fibroblasten 
entstanden sind. Die Zellen wurden freundlicherweise von Eric Stanbridge, Irvine, CA. USA 
zur Verfügung gestellt. 
 
A549:   Gewebe     Lungenkarzinom 
Morphologie     Epithel 
Alter      61 Jahre 
Wachstumsmerkmal    adhärent 
HPV-Status     negativ 
Referenz     WHO, 1983 
 
HCT 116 Gewebe     Kolonkarzinom 
Morphologie     Epithel    
Wachstumsmerkmal    adhärent 
HPV-Status     negativ 
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3. METHODEN 
3.1 Präparation von DNA-Sonden 
3.1.1 Transformation kompetenter Bakterien 
Die kompetenten Bakterien (200µl) werden auf Eis aufgetaut. 20-100ng Plasmid-DNA 
werden hinzupipettiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock, der die Aufnahme 
der DNA veranlassen soll, geschieht bei 42°C für 45 sec. Anschließend wird die Bakterein-
Suspension mit 800µl LB-Medium versetzt und bei 37°C für 1 Stunde geschüttelt. Durch 
anschließendes Abzentrifugieren  für 5 min bei 200 x g bei Raumtemperatur werden die 
Bakterien pelletiert und in 200µl Antibiotikum-haltigem LB-Medium wieder aufgenommen. 
Es werden 5µl, 50µl und 145µl auf Antibiotikum-haltigen Agar-Platten ausgestrichen. Die 
Inkubation erfolgt über Nacht bei 37°C. 
 
3.1.2 Herstellung von Glyzerinkulturen 
Zum Herstellen einer Glyzerinkultur wird von einer bewachsenen LB-Agar-Platte mit einem 
sterilen Zahnstocher eine Kolonie gepickt und 10ml LB-Medium plus Antibiotikum 
angeimpft. Nach ungefähr 8 stündiger Inkubation bei 37°C werden 800µl der 
Bakteriensuspension entnommen und mit 200µl 87 % Glyzerinlösung versetzt und gemischt. 
Die Lagerung erfolgt in einem Kryoröhrchen bei -70°C.   
 
3.1.3 Vorkulturen 
Von der noch gefrorenen Glyzerinkultur wird eine geringe Menge mit Hilfe eines 
Zahnstochers entnommen und 10ml antibiotikahaltiges LB-Medium beimpft. Nach 8 Stunden 
Inkubation bei 37°C werden 500µl der gewachsenen Bakteriensuspension in 500ml LB-
Medium (plus Antibiotikum) überführt. Dieser Ansatz kann dann für eine Großaufbereitung 
der Plasmide verwendet werden.  
 
3.2 Zellkulturtechniken 
3.2.1 Auftauen von Zellen 
In ein 15ml Falcon werden 10ml Zellkulturmedium (10 % FKS, 50µg/ml Penizillin/ 
Streptomyzin) bzw. Keratinozytenmedium (BPE, EGF, 50µg/ml Penizillin/Streptomyzin) 
vorgelegt. Die gefrorene Zellsuspension wird in der Hand (37°C) rasch aufgetaut und in das 
Falcon überführt. Durch Zentrifugation bei 1000 rpm für 5 min werden die Zellen vom 
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DMSO des Einfriermediums befreit und pelletiert. Der Überstand wird verworfen, das 
Zellpellet in Zellkulturmedium bzw. Keratinozytenmedium resuspendiert und in eine 
Zellkulturflasche überführt. Die Inkubation erfolgt bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchtigkeit über Nacht. Am nächsten Tag wird ein Mediumwechsel durchgeführt. 
 
3.2.2 Stammerhaltung von Zellen 
Nach Abziehen des Zellkulturmediums bzw. des Keratinozytenmediums werden die adhärent 
wachsenden Zellen mit 10-15ml 1 x PBS gewaschen und je nach Flaschengröße mit 1-2ml 
Trypsin versetzt. Es ist darauf zu achten, dass das Trypsin gleichmäßig verteilt ist und nach 
einer Inkubation (37°C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit) von 3-10 min, je nach Zelllinie,  die 
Zellen tatsächlich alle vom Flaschenboden gelöst sind. Ist das der Fall, wird die Trypsinierung 
der Zellen durch Zugabe von 10 % FKS-haltigem Medium gestoppt. Je nach Zelldichte 
werden die tumorigenen Zelllinien 1:20 bis 1:40 gesplittet. In der Zellkulturflasche 
verbliebene Zellen werden mit einem der Faschengröße adäquaten Volumen (5-25ml) 
Zellkulturmedium versehen und darin resuspendiert. Die Inkubation erfolgt bei 37C°, 5 % 
CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Im Falle der Keratinozyten-Zelllinien müssen die Zellen nach 
Abstoppen der Trypsinierung in ein Falcon überführt und bei 800-1000 rpm, 5 min 
abzentrifugiert  werden. Der Überstand wird verworfen. Das Zellpellet wird nun im 
Keratinozytenmedium resuspendiert. Je nach Zelldichte werden Keratinozyten 1:2 bis 1:5 
gesplittet. Eine Zellkulturflasche sollte nicht öfter als 3 mal wieder verwendet werden, da die 
Zellen auf dem beschädigten Flaschenboden nicht mehr so gut wachsen können. Je nach 
Flaschengröße werden die Zellen auch hier in einem adäquaten Volumen 
Keratinozytenmedium resuspendiert. Die Inkubation erfolgt unter oben genannten 
Bedingungen. 
 
3.2.3 Aussaat von Zellen für Versuche 
Die Zellen werden wie unter 3.2.2. beschrieben zunächst mit 1 x PBS gewaschen und 
Trypsin/EDTA-Lösung vom Flaschenboden gelöst. Die genaue Zellzahl wird mit Hilfe der 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. Es werden alle 4 Quadrate ausgezählt und der Mittelwert 
gebildet. Nach Berücksichtigung der Verdünnung (1:2; Zellsuspension plus Trypanblau) 
erhält man die Zellzahl/ml. Tote Zellen können von Lebenden mittels des Farbstoffes 
Trypanblau, der nur tote Zellen anfärbt, leicht unterschieden werden. Je nach 
Versuchsplanung werden die Zellen nun in verschiedenen Zellkulturgefäßen ausgesät. Die 
Zelldichte zum Zeitpunkt der Aussaat beträgt für HeLa 4,3 x 104 Zellen/cm², für 
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Keratinozyten 5 x 104 Zellen/cm². Der Unterschied kommt durch unterschiedliche 
Wachstumsgeschwindigkeiten zustande. Bis zum Zeitpunkt der Ernte werden die Zellen mit 
den entsprechenden Substanzen ohne einen weiteren Mediumwechsel behandelt. Die Zellen 
werden subkonfluent geerntet.  
 
3.2.4 Einfrieren von Zellen 
Die Zellen werden wie unter 3.2.2 beschrieben vom Flaschenboden gelöst und in geeignetem 
Medium resuspendiert. Es werden 1 x 106 Zellen ausgezählt und in ein 15ml Falcon überführt. 
Nach Zentrifugation bei 1000 rpm, 4°C, 5 min wird das überständige Medium verworfen und 
das Zellpellet in 1ml DMSO-haltigem Einfriermedium resuspendiert. Diese Zellsupsension 
wird in ein Kryoröhrchen überführt und 1 Stunde auf Eis langsam vorgeküht, bevor es mit 
reichlich Zellstoff umwickelt zunächst bei -70°C (über Nacht) und dann in Flüssigstickstoff  
gelagert wird. 
 
3.3 Methoden zur Analyse von Nukleinsäuren 
3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Zu einer ersten Analyse der Konstrukte werden die Plasmide mit Hilfe der alkalischen Lyse 
nach Birnboim und Doly, 1979 isoliert. Eine Großaufbereitung wird mit dem Qiagen-Maxi-
Prep Kit durchgeführt. 
 
3.3.1.1 Minipräparation von Plasmid-DNA, alkalische Lyse 
2ml einer Übernachtkultur werden bei 1500 x g für 3 min abzentrifugiert. Der Überstand wird 
verworfen und das Bakterienpellet in 100µl Bakterienpuffer resuspendiert. Das Ganze wird 10 
min auf Eis inkubiert und anschließend mit 200µl Lysepuffer versetzt. Das 
Natriumdodecylsulfat des Lysepuffers bricht als Detergenz die bakterielle Zellwand auf und 
lässt die Proteine denaturieren. Die Inkubation erfolgt für 5 min bei Raumtemperatur. Der 
Abschluß der Lyse wird sichtbar durch ein Aufklaren der zuvor trüben Lösung. Durch Zugabe 
von bereits vorgekühltem Essigsäure/Kaliumacetatpuffer (150µl) erreicht man eine 
Verschiebung des pH-Wertes in den neutralen Bereich. Die im alkalischen Bereich 
denaturierte chromosomale DNA und bakterielle Proteine werden daraufhin unlöslich und 
präzipitieren. Sie können durch Zentrifugation (10 min bei maximaler Geschwindigkeit) 
leicht von der kleineren, sich renaturierenden Plasmid-DNA getrennt werden. Der Überstand 
wird daraufhin mit 0,7 Volumenanteilen Isopropanol versetzt. Die Fällung der Plasmid-DNA 
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erfolgt bei -20°C für 30 min. Bei 4°C wird sie anschließend für 30 min bei maximaler 
Geschwindigkeit pelletiert. Nach einem Waschschritt mit 70 %-igem Ethanol wird das DNA-
Pellet in 1 x TE gelöst. Durch einen abschließenden RNaseA (20µg/ml)-Verdau für 1 Stunde 
bei Raumtemperatur werden RNA Reste aus der Lösung entfernt. 
 
3.3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem Qiagen Maxi-Prep-Kit 
Die Plasmidpräparation erfolgt nach den Arbeitsprotokollen der Firma Qiagen. Das Prinzip 
dieses Kits beruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse, wobei die Plasmid-DNA nicht 
durch eine Präzipitation mit Ethanol extrahiert, sondern an eine Anionenaustauschersäule 
gebunden wird. Die restlichen Zellbestandteile werden durch Waschen der Säule, unter 
Bedingungen, bei denen die Plasmide gebunden bleiben, entfernt. Anschließend wird die 
DNA durch einen Puffer mit hoher Salzkonzentration von der Säule eluiert. 
 
3.3.1.3 Schneiden von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen 
Die Detektion spezifischer RNA bzw. bestimmter Genabschnitte erfordert die Herstellung 
spezifischer Gensonden. Diese Gensonden werden mit Hilfe eines Restriktionsverdaus als 
Inserts aus zugehörigen Vektoren ausgeschnitten. Dabei wird nach den Vorgaben des 
Herstellers vorgegangen. Die gewünschte Menge an DNA wird in die Reaktion eingesetzt und 
mit dem entsprechenden Volumen Puffer und mit 2 U/µg Plasmid des gewünschten 
Restriktionsenzyms versetzt. Der Verdau erfolgt bei 37°C für 2 Stunden. Anschließend 
werden die Fragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt und das Insert wie unter 3.3.1.4. 
beschrieben aus dem Gel eluiert.   
 
3.3.1.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgt mit dem QIAquick-Kit der 
Firma Qiagen. Dabei wird nach den Arbeitsprotokollen der Firma vorgegangen. Das diesem 
Kit zugrunde liegende System, beruht auf einem „in-Lösung-bringen“ der Agarose und 
selektive, quantitative Adsorption von Nukleinsäuren an Anionenaustauschersäulen. In 
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen und einem schwach sauren pH binden die stark 
geladenen Nukleinsäuren an die Matrix, während negativ geladene Proteine „durchlaufen“. 
Waschpuffer höherer Ionenstärke entfernen Verunreinigungen durch RNA. Die DNA selber 
wird durch Niedrig-Salzpuffer mit geringerem pH eluiert. 
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3.3.2 Isolierung von RNA 
Die Isolierung der RNA erfolgt mit Hilfe des RNeasy-Kits der Firma Qiagen. 
 
3.3.2.1 RNA-Isolierung mit dem RNeasy-Kit der Firma Qiagen 
Die RNA-Isolierung wird mit Hilfe der Arbeitsprotokolle der Firma Qiagen durchgeführt. 
Guanidin-Isothiocyanat im Puffer versichert RNAse-freies Arbeiten und schafft 
denaturierende Bedingungen. In Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen bindet die RNA an 
eine Silicagelmembran und wird durch mehrere Waschschritte von Kontaminationen befreit, 
bevor sie mit Niedrig-Salzlösungen eluiert wird. Dieses Verfahren schafft eine Anreicherung 
von RNA, die größer als 200 Nukleotide ist. Kleinere RNA, die 15-20 % aller in der Zelle 
befindlichen RNAs ausmacht, wird nicht gebunden (z.B. tRNAs, kleine ribosomale RNAs). 
 
3.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Nukleinsäuren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260nm. Hierfür sind die aromatischen 
Ringe der Basen verantwortlich. Die photometrische Messung erfolgt in Quarzküvetten, die 
das UV-Licht nicht absorbieren. Eine Lösung, die 50 µg/ml doppelsträngige DNA enthält, 
besitzt, bei einer Schichtdicke der Küvette von 1cm, einen Absorptionswert von 1 (optische 
Dichte). Dieser OD-Wert dient zur Bestimmung der Konzentration einer unbekannten 
Lösung. Einzelsträngige DNA wird mit 40 µg/ml angegeben. RNA mit 33 µg/ml. 
Proteine hingegen weisen ein Absorptionsmaximum bei 280nm auf, was durch die 
aromatischen Aminosäure-Reste erklärt werden kann. Aus dem Verhältnis der beiden 
Absorptionsmaxima lässt sich auf die Reinheit der Lösung schließen. Sehr reine 
Nukleinsäure-Lösungen besitzen OD260/OD280-Werte von 1,8-2,0. Sind die Lösungen durch 
Proteine oder Phenol verunreinigt wird dieses Verhältnis kleiner. Eine 50 %-ige Protein-
DNA-Lösung besitzt einen Wert von 1,5. Die Nukleinsäuren werden 1:500 in H2O oder 1 x 
TE, bzw. DEPC-H2O verdünnt und anschließend vermessen. Als Referenz dient die jeweilige 
Lösung, die zur Verdünnung eingesetzt wurde. 
 
3.3.4 Gelelektrophorese und Transfer von Nukleinsäuren 
Zum Auftrennen von Nukleinsäuren der Größe nach bedient man sich der Agarose-
Gelelektrophorese. Als Standardmethode ermöglicht sie ein Auftrennen von DNA-
Fragmenten zwischen 0,5 und 25kb. Die negativ geladenen Nukleinsäuren wandern im 
neutralen Puffer der angelegten Spannung nach zum Pluspol. Konzentration der Agarose (0,5 
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%-2 % mit Standardagarosen) und Pufferbedingungen bestimmen den Auftrennungsgrad des 
Agarosegels. Als Laufpuffer wird 1 x TAE-Puffer verwendet. 
 
3.3.4.1 Gelelektrophorese und Transfer von DNA (Southern-blot) 
Die Agarose in der gewünschten Konzentration wird in 1 x TAE in der Mikrowelle unter 
Aufkochen gelöst und nach einigen Minuten des Abkühlens in vorbereitete Gelschlitten 
gegossen. Nach vollständigem Erkalten wird das Gel in 1 x TAE-Laufpuffer überführt und 
mit den zu analysierenden Proben beladen. Das Glyzerin des DNA-Probenpuffers garantiert 
ein Absinken der Lösung in die Taschen. Für die Elektrophorese wird eine Spannung von 2-8 
V/cm Elektrodenabstand angelegt. Ist der Farbmarker weit genug gelaufen, wird das Gel mit 
20mg/ml Ethidiumbromid in Wasser in einer Wanne für 10-20 min nachgefärbt um so eine 
Dokumentation unter UV-Licht zu ermöglichen. Für den Transfer der Nukleinsäuren auf eine 
Membran wird zunächst das Gel 3 x 15min in Denaturierungspuffer inkubiert. Der Blot-
Aufbau verläuft nach folgendem Schema: 2 trockene 3 MM Papiere, 2 mit Puffer befeuchtete 
3 MM Papiere, die Membran und abschließend das Gel. Wichtig ist nicht nur der möglichst 
luftblasenfreie Aufbau, sondern auch das vollständige Umwickeln mit Frischhaltefolie, um 
ein Austrocknen zu verhindern. Auch muß vor dem Aufbau die Membran 15min in 
Denaturierungspuffer äquilibriert werden. Der Transfer erfolgt dann unter dem Druck eines 
auf der Glasplatte befindlichen Gewichts über Nacht. Am nächsten Tag wird die Membran für 
15min in Neutralisierungspuffer inkubiert und anschließend auf 3 MM Papier getrocknet. 
 
3.3.4.2 Gelelektrophorese und Transfer von RNA (Northern-blot) 
Gelschlitten, Kämme und Elektrophoresekammer werden mit NaOH vorbehandelt um 
möglichen Kontaminationen mit RNasen entgegenzuwirken. Ein 1 %-iges Agarosegel wird 
mit DEPC behandeltem Wasser in 1 x MOPS-Puffer angesetzt und 20 µg/ml Ethidiumbromid 
hinzupipettiert. Als Laufpuffer wird ebenso 1 x MOPS/DEPC verwendet. Die Elektrophorese 
erfolgt bei 3-4 V/cm Elektrodenabstand. Sekundärstrukturen der RNA werden zuvor durch 
Formaldehyd und Formamid im RNA-Ladepuffer und Inkubation bei 65°C für 5 min 
aufgebrochen. Die Proben werden 2 min auf Eis abgekühlt und dann geladen. Nach ca. 4cm 
Laufstrecke wird das Gel fotografiert und die ribosomalen Banden durch Einschneiden 
markiert. Es folgt eine 15 minütige Inkubation sowohl des Gels als auch der zugehörigen 
Membran in 20 x SSC. Der Aufbau des Blots erfolgt wie unter 3.3.4.1 bereits beschrieben. 
Nach Abschluß des Transfers werden die ribosomalen Banden auf der Membran 
eingezeichnet und für 5 min in 2 x SSC inkubiert. Anschließend auf 3 MM Papier getrocknet. 
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3.3.5. Hybridisierung (Southern, 1975) 
Das angewendete Verfahren ermöglicht den spezifischen Nachweis von einzelnen, auf einer 
Membran fixierten DNA-Fragmenten. Radioaktiv markierte Einzelstrangsonden hybridisieren 
mit komplementären Sequenzen auf der Membran und detektieren mittels Autoradiographie 
spezifische Signale. 
 
3.3.5.1 Radioaktive Markierung der Hybridisierungssonde (Feinberg und Vogelstein, 
1983) 
Die radioaktive Markierung der einzusetzenden Sonde erfolgt mit Hilfe des HexaLabel Plus, 
DNA Labeling Kits der Firma MBI Fermentas. Es wurde sich strikt an das Arbeitsprotokoll 
der Firma gehalten. Das Prinzip ist ein „random priming“ von Hexanukleotiden an ein 
linearisiertes, denaturiertes DNA-Fragment. Es werden 10-100ng Ausgangsmaterial in die 
Reaktion eingesetzt, in 1 x Hexanukleotidpuffer mit den entsprechenden Nukleotiden (α-
dCTP) verdünnt und zusammen mit 25µCi α32P-dCTP sowie 5 U Klenow-Enzym für 30 min 
bei 37°C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide werden durch Filtration mit Hilfe einer 
Biogel-Säule entfernt, nachdem zuvor die Reaktion in 1 x TNE abgestoppt wurde. 
 
3.3.5.2 Hybridisierung der Filter 
Die hergestellte Sonde wird für 10 min bei 99°C aufgekocht und anschließend einige Minuten 
auf Eis denaturiert. Dieser Ansatz wird nun zu den seit 2 Stunden bei 42°C 
prähybridisierenden Membranen (0,1 ml/cm² Hybridisierungspuffer) gegeben. Die tRNA im 
Puffer sorgt dafür, dass unspezifische Bindungsstellen abgesättigt sind, wenn die 
Radioaktivität die Filter erreicht. Die Hybridisierung erfolgt über Nacht. Um unspezifisch 
gebundene DNA zu entfernen werden die Membranen am nächsten Tag mehrere Male mit 
Waschpuffer bei 68°C gewaschen. Dieser Waschvorgang wird durch Messen des radioaktiven 
Signals währenddessen aufmerksam verfolgt.  
 
3.3.5.3 Autoradiographie 
Die Autoradiographie ermöglicht es das radioaktive Signal sichtbar zu machen. Positiv 
geladene Silberionen in den Filmen ändern durch Exposition gegenüber Strahlung ihren 
Ladungszustand. Dies führt zu einer Präzipitation, die auf dem Film nach Entwicklung 
sichtbar wird und die Hybridisierung der markierten Sonde an Nukleinsäure anzeigt. Das 
Signal kann durch Einsatz von Spezialfolien amplifiziert werden, wenn die Exposition bei 
niedrigen Temperaturen erfolgt (Sambrook et al. 1989). Auch der Einsatz von BioMax-
                                                                                                                                       Methoden                        
                                                                                                                                                   43
Filmen, die 5 fach sensitiver als die herkömmlichen Filme sind, kann hilfreich sein bei der 
Detektion spezifischer Signale. Die Exposition erfolgt je nach Stärke des Signals zwischen 1 
Tag und 1 Woche. 
 
3.3.6 Reverse Transkription von RNA 
Für die Analyse schwacher Transkripte bedient man sich der RT-PCR. Mit Hilfe dieser 
Methode ist es möglich, sehr schwach exprimierte mRNA, die durch Northern-blot nicht 
nachgewiesen werden kann, zu detektieren. Das Prinzip ist einfach: ein virales Enzym, die 
Reverse Transkriptase, schreibt RNA in cDNA um. Die cDNA wird dann mit Hilfe 
spezifischer Primer in einer PCR Reaktion amplifiziert und im Gel sichtbar gemacht. 
 
3.3.6.1 DNase-Verdau von RNA 
Es ist ratsam vor einer RT-PCR einen DNase-Verdau durchzuführen. Auf diese Weise kann 
ausgeschlossen werden, dass genomischer Hintergrund das Ergebnis stört oder verfälscht. 
Dies ist zum Beispiel bei Genen der Fall, die keinerlei Introns besitzen. Bei einer PCR hätten 
beide Fragmente, das der amplifizierten mRNA und das des dazugehörigen Gens, die gleiche 
Größe und könnten somit nicht mehr unterschieden werden.  
30µg RNA werden mit 5 U DNase und 10 U RNaseIn in 100µl Gesamtvolumen 1 x DNase 
Puffer für 30min bei 37°C inkubiert. Durch die Zugabe von 2µl EDTA werden 2 wertige 
Kationen des Puffers gebunden und die Reaktion abgestoppt. Die vollständige Inhibierung der 
DNase erfolgt durch phenolische Extraktion. Die aufgereinigte RNA wird mit Hilfe von 1µl 
Glykogen, 1/10 Volumenanteil Natriumacetat pH 4,8 und 2 Volumenanteilen Ethanol abs. 
über Nacht bei -20°C gefällt. Anschließend wird die RNA bei 4°C 45 min bei 14000 rpm 
zentrifugiert, das Pellet 2 mal mit 75 %-igem Ethanol gewaschen und in 20µl RNase-freiem 
Wasser aufgenommen. Das Vermessen der RNA erfolgt wie unter 3.3.3. beschrieben. Eine 
Lagerung findet bei -20°C statt.   
 
3.3.6.2 Reverse Transkription der RNA 
In der Regel werden Oligo(dT)12-18 Primer für die RT-Reaktion verwendet, die die 
Umschreibung aller, in der Zelle zum Zeitpunkt der Ernte, befindlichen mRNAs ermöglichen.  
Es können jedoch auch spezifische Primer verwendet werden, die nur die selektive reverse 
Transkription bestimmter RNAs fördern.  
Wenn nicht anders angegeben werden 2µg RNA in einem Gesamtvolumen von 20µl in die 
RT-Reaktion eingesetzt. Zunächst wird die RNA mit 500ng Oligo(dT)12-18 Primern und 
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Nukleotiden vermischt und durch Erhitzen bei 70°C für 10 min und anschließender 
Inkubation auf Eis denaturiert. Durch das Auflösen möglicher Sekundärstrukturen wird so 
eine Anlagerung der Primer an die Poly-A-Abschnitte möglich gemacht. Kurzes 
Abzentrifugieren, Zugabe des 5 x Erststrangpuffers, 2µl 0,1M DTT und 0,5µl RNasIn 
schaffen die weiteren Bedingungen für eine optimale Transkription. Der gemischte Ansatz 
wird nun 2 min bei 42°C auf die „Betriebstemperatur“ des Enzyms gebracht. Anschließend 
wird die Reverse Transkriptase zugegeben und somit die Reaktion gestartet. Nach einer 1 
stündigen Inkubation bei 42°C wird durch Erhitzen auf 70°C für 15 min die Reverse 
Transkriptase denaturiert und dadurch die RT-Reaktion beendet. Eine Lagerung der Ansätze 
erfolgt bei -20°C. Sie können zur weiteren Analytik direkt in die PCR eingesetzt werden.  
 
3.3.7 PCR 
Die Polymerase-Kettenreaktion (kurz PCR) ermöglicht die Amplifikation von Nukleinsäuren. 
Sie kann sich theoretisch nur eines einzelnen Nukleinsäureabschnittes bedienen und daraus in 
nur wenigen Stunden 1012 identische Moleküle herstellen (Arnheim und Ehrlich, 1992). Diese 
wiederum sind in einem normalen Agarosegel sichtbar. Die Nachweisgrenze eines 
Agarosegels liegt bei 5ng bzw. 1010 Molekülen. So stellt die PCR ein sehr sensitives 
Nachweissystem dar, welches nicht nur in der viralen Analytik seine uneingeschränkte 
Berechtigung hat. 
Die Eigenschaft der Polymerasen DNA zu duplizieren dient als Grundlage für diese Methode. 
Wichtig ist hierbei ein kurzer Doppelstrang-Abschnitt mit einem freien 3’OH-Ende, das dann 
verlängert werden kann. Die Wahl der Primer, die diese kurzen Doppelstrangabschnitte 
schaffen ist hierfür entscheidend, ihre Spezifität bestimmt welcher Genabschnitt oder welche 
cDNA amplifiziert wird. Die zyklische Abfolge von Denaturierung, Anlagerung der Primer 
und Verlängerung des DNA-Abschnittes führen zu einem exponentiellem Wachstum des 
entstehenden DNA-Fragmentes. Durch den Gebrauch einer hitzestabilen DNA-Polymerase 
aus Thermophilus aquaticus (Lawyer et al., 1987) wird eine erneute Enzymzugabe nach 
jedem Denaturierungsschritt überflüssig. Für die Spezifität der Reaktion ist jedoch nicht nur 
die Wahl der Primer, sondern auch die „Annealing“-Temperatur sowie die Salzkonzentration 
im Reaktionsansatz von entscheidender Bedeutung (Arnheim und Ehrlich, 1992). Die 
„Annealing“-Temperatur sollte nicht mehr als 2°C unter der Schmelztemperatur der 
verwendeten Primer gewählt werden. Für die Taq-Polymerase und deren Puffer der Firma 
Invitrogen gibt es optimierte Salzkonzentrationen, die aus dem Arbeitsprotokoll der Firma 
übernommen wurden.  
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3.3.7.1 PCR-Reaktion 
Die Reaktion findet in einem Volumen von 50µl statt und wird laut Arbeitsprotokoll der 
Firma Invitrogen auf Eis zusammen pipettiert. Die Endkonzentration an Magnesiumchlorid 
beträgt 1.5 mM. Dem Reaktionsansatz werden 10 pmol je Primer, 200µM dNTPs, 1 U Taq-
Polymerase und 2µl des RT-Ansatzes zugegeben. Die Amplifikation erfolgt in einem 
Thermocycler der Firma MJ mit integriertem Heizdeckel, der das Beschichten mit Mineralöl 
überflüssig macht. Je nach Primerpärchen wurden unten aufgelistete Bedingungen für die 
PCR gewählt. Im ersten Schritt wird in jeder PCR 4 min bei 94°C die Ausgangsmatrize 
denaturiert. Ein weiterer Inkubationsschritt bei 94°C dient der Denaturierung während der 
Amplifikation. Dem schließt sich das Anlagern der Primer an die DNA und die sofortige 
Elongation an. Nach Ablauf der Zyklen hybridisieren noch verbliebene Einzelstrang-
Abschnitte in einer 10 minütigen Inkubation bei 72°C mit komplementärer DNA. Die 
Reaktion wird nun automatisch auf 4°C abgekühlt. Zur Analyse werden 20µl PCR-Ansatz mit 
dem entsprechenden Volumen Ladepuffer versehen und in einem 1.5 %-igen Agarosegel mit 
1 x TAE als Laufpuffer aufgetrennt. Mit Hilfe von Ethidiumbromid im Gel werden die 
amplifizierten Fragmente sichtbar gemacht. 
 
EMCV-PCR      
Anzahl der Zyklen 35   
94°C 30 sec Denaturierung   
55°C 45 sec Annealing    
72°C 30 sec Elongation    
 
IFN-β PCR     IFN-κ PCR   GAPDH-PCR 
Anzahl der Zyklen 40   Anzahl der Zyklen 35  Anzahl der Zyklen 25  
94°C 30 sec Denaturierung   94°C 30 sec Denat.  94°C 30 sec Denat. 
58°C 45 sec Annealing   58°C 45 sec Anneal.  65°C 45 sec Anneal. 
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3.4 Analyse von Proteinen 
3.4.1 Proteinisolierung 
Die Proteinisolierung wurde nach Schreiber et al. durchgeführt. Hierbei können  
zytoplasmatische und nukleäre Proteine getrennt voneinander extrahiert werden. Zum Schutz 
vor feindlichen Proteasen bzw. Phosphatasen werden den verwendeten Puffern Inhibitoren 
zugesetzt. Folgende Substanzen werden dabei verwendet: 
0,5mg/ml Pefabloc SC (Serinproteaseinhibitor) 
5µg/ml E-64 (Cysteinproteaseinhibitor) 
200mM Natriumorthovanadat (Phosphataseinhibitor) 
1mM Natriumfluorid (Phosphataseinhibitor) 
In der Regel werden 14,5cm Zellkulturschalen (annähernd 8 x 106 Zellen) für die 
Proteinisolierung verwendet. Alle Schritte werden auf Eis oder bei 4°C durchgeführt. Dabei 
werden die Zellen zunächst 2 x in PBS gewaschen und dann in 5 ml 1 x PBS von den Platten 
geschabt. Es folgt ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 2500 rpm. Der Überstand wird 
vorsichtig abgezogen und das lose Zellpellet in 1 ml Puffer A (Keratinozyten) bzw. 5 ml 
Puffer A (tumorigene Zelllinien) resuspendiert. Eine 15 minütige Inkubation erlaubt den 
Zellen anzuschwellen, bevor durch Zugabe des nicht-ionischen Detergenz NP-40 (32 bzw. 
150µl) die Zellmembranen zum Platzen gebracht werden. Zellmembrantrümmer und Kerne 
werden nun 1 min bei max. Geschwindigkeit (14.000rpm) pelletiert. Der Überstand enthält 
die zytoplasmatischen Proteine, die in Aliquots bei -70°C weggefroren werden. Das Pellet 
wird mit Puffer C versetzt. Im Falle der Keratinozyten mit 100µl bzw. 250µl im Falle von 
tumorigenen Zelllinien und resuspendiert, alle 2 min gevortext und nach weiteren 15 min 
erneut für 6 min abzentrifugiert. Die Proteine des Zellkerns befinden sich nun im Überstand 
und werden ebenso aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.   
 
3.4.2 Konzentrationsbestimmung der Proteine 
Die Konzentration der Proteinextrakte wird nach Bradford, 1979 durchgeführt. Dabei bedient 
man sich des Produktes Bio-Rad DC der gleichnamigen Firma. Hierbei bindet der Farbstoff 
Coomassie Brilliant Blue G250 an in einer Lösung enthaltene Proteine. Es entstehen 
Farbkomplexe, die bei ihrem Absorptionsmaximum von 595 nm vermessen werden können. 
Um die Konzentration eines Extraktes ermitteln zu können, muß zuvor eine Eichgerade 
erstellt werden. Hierfür werden 0,5-5µg BSA mit 800µl H20 versetzt und nach Zugabe von 
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200µl Bradford-Reagenz und 2 min Inkubation bei Raumtemperatur die Adsorption 
gemessen.  
 
3.4.3 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) 
Die Gelelektrophorese analysiert die Proteinmischungen und dient der schnellen 
Molekulargewichtsbestimmung. SDS denaturiert Proteine, vor allem nach der vorherigen 
Behandlung/Reduktion mit DTT oder Mercaptoethanol. Es werden SDS-Proteinkomplexe 
gebildet mit konstantem Masse-zu-Ladungsverhältnis. Protein-Protein-Wechselwirkung 
werden dadurch gestört und Quartärstrukturen gelöst. Letztendlich unterscheiden sich die 
Komplexe also nur noch in ihrer Größe und besitzen vergleichbare hydrodynamische 
Eigenschaften. Im elektrischen Feld wandern sie zum Pluspol. Aufgrund der porösen 
Polyacrylamidmatrix werden sie gemäß ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Bei der 
diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese wird mit Hilfe von unterschiedlichem pH der 
Puffer im Sammel-bzw. im Trenngel ein Spannungsgradient erzeugt. Das Mitauftrennen eines 
Molekulargewichtsstandards ermöglicht es Rückschlüsse auf die Größe der im Gel 
befindlichen Proben zu ziehen. 
 
3.4.3.1 Präparation des Gels 
Je nach Größe des gesuchten Proteins werden Trenngele mit unterschiedlicher 
Acrylamidprozentigkeit, sprich unterschiedlicher Porengröße hergestellt. Wenn nicht anders 
angegeben wurde ein 8 %-iges Western-Gel gegossen. Ammoniumpersulfat wird als Starter 
der Polymerisation zugegeben, TEMED als Beschleuniger des Prozesses. Nach Gießen des 
Trenngels wird dieses mit Isopropanol überschichtet, um einen Kontakt mit Sauerstoff, der 
das Polymerisationsgeschehen verlangsamen würde, zu unterbinden. Die Temperatur hat 
ebenso Einfluß auf die Schnelligkeit der Kettenreaktion. In der Regel muß ein 
Polyacrylamidgel 30 min polymerisieren. Das Sammelgel sollte in etwa doppelt so lang 
gewählt werden, wie die Proben anschließend in den Taschen stehen.  
 
Trenngel       Sammelgel 
0,22 M Tris/HCl pH 8,8     0,22 M Tris/HCl pH 6,8 
0,1 % SDS       0,1 % SDS 
7-15 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 29:1   4 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 29:1 
0,5 % Ammoniumpersulfat     0,5 % Ammoniumpersulfat 
0,07 % TEMED      0,16 % TEMED 
                                                                                                                                       Methoden                        
                                                                                                                                                   48
3.4.3.2 Vorbereiten der Proben und Elektrophorese 
Wenn nicht anders angegeben wurden sowohl 50µg zytoplasmatische Proteine als auch 50µg 
Kern-Proteine pro Spur im SDS-PAGE aufgetrennt.  
Alle Proben werden auf ein einheitliches Volumen mit Puffer C (ohne Inhibitoren) adjustiert 
und mit dem entsprechenden Volumen 5 x Western-Ladepuffer versehen. Die Proben werden 
für 5 min bei 99°C aufgekocht und anschließend einige Minuten auf Eis abgekühlt. Glyzerin 
im Ladepuffer sorgt für das Absinken der Probe in die Tasche beim Laden. Die 
Elektrophorese erfolgt in der Regel über Nacht bei 12,5 mA/Gel, da eine langsame 
Auftrennung schärfere Banden liefert. Als Puffersystem wird 1 x Laemmli’s verwendet. 
 
3.4.4 Western-blot (nach Towbin) 
Die im Gel aufgetrennten Proteine werden durch Semy-dry-Elektrotransfer (Kyse-Andersen, 
1984) auf eine Trägermembran übertragen und für die nachfolgende Immunreaktion 
immobilisiert. Hierbei wird folgendermaßen vorgegangen: 9 passende, in der Größe des Gels 
zugeschnittene 3 MM Whatman Papiere werden mit 1 x Towbinpuffer befeuchtet und 
luftblasenfrei auf die Kathode gelegt. Es folgt die PVDF-Membran, die zuvor, durch 
Methanol aktiviert, 15 min in demselben Puffer äquilibrieren durfte. Auch das Gel wird vor 
Aufbau des Blots 15 min in Towbinpuffer geschwenkt und dann erst auf den oben 
beschriebenen Papierstapel plus Membran gelegt. Den Abschluß bilden 9 weitere 3 MM 
Whatman Papiere, die mit Towbinpuffer getränkt sind. Mit Hilfe eines Glasschiebers werden 
Luftblasen aus dem Blotaufbau entfernt. Die Anode bildet den Abschluß. Der Transfer erfolgt 
bei 0,8 mA/cm2 für 1-1,5 h je nach Dicke des Gels bzw. Größe des Proteins. 
 
3.4.5. Ponceau-Rotfärbung 
Zur Überprüfung des Transfers wird die Membran in Ponceau-Rot-Lösung geschwenkt. Der 
Farbstoff färbt reversibel die auf der Membran immobilisierten Proteine an und ermöglicht so 
eine genaue Beurteilung hinsichtlich geladener Proteinmengen. Das Ponceau-Rot wird durch 
reichliches Spülen mit bidest. Wasser entfernt.  
 
3.4.6 Blockierung der Membran 
Je nach verwendetem Antikörper wird die Membran entweder in 5 % Milch (Blockinglösung) 
oder in 5 % BSA-TBST (phosphorylierungsspezifische Antikörper) geblockt. Auf diese 
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Weise werden unspezifische Bindungsstellen abgesättigt. Die Inkubation erfolgt 1 h unter 
Schwenken bei Raumtemperatur.   
 
3.4.7 Nachweis durch spezifische Antikörper 
Geblottete Antigene lassen sich mit Antikörpern anfärben. An den  Zweitantikörper ist eine 
Peroxidase (Meerrettich) gekoppelt, die die Oxidation von Luminol katalysiert. Das dabei frei 
werdende Licht wird über einen Film gemessen. 
Die Membran wird mit dem Erstantikörper, der in der jeweiligen Blockinglösung verdünnt 
wurde, über Nacht auf einem Überkopfschüttler bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wird 4 x 
5 min in 1 x TBST gewaschen. Die Inkubation mit Zweitantikörper erfolgt für 2-3h bei 
Raumtemperatur, ebenfalls verdünnt in der jeweiligen Blockinglösung. Auch hier wird 
anschließend 4 x 5 min in 1 x TBST gewaschen. Der Nachweis der gebundenen 
Antikörperkomplexe erfolgt mit dem „ECL-System“ der Firma Amersham. Hierbei werden 
beide Substanzen in einem Verhältnis von 1:1 gemischt und die Membran 2 min darin 
inkubiert. Der Filter wird anschließend in Frischhaltefolie gewickelt und in einer 
Autoradiographiekassette zwischen 5 sec und 10 min exponiert.  
 
3.4.8. Strippen und Lagerung der Membranen 
Das ECL-Reagenz wird durch Schwenken in 1 x TBST abgewaschen. Die Antikörper werden 
durch 0,2 M Natriumhydroxidlösung  entfernt. Die Inkubation erfolgt für 5 min,  soll die 
Membran weiteren Analysen zur Verfügung stehen. Anschließend müssen erneut 
unspezifische Bindungsstellen mit Blockinglösung abgedeckt werden. 
 
3.5 Native Gelelektrophorese (Iwamura et al.) 
Bei der nativen Gelelektrophorese wird Natriumdidesoxycholat (DOC) anstelle von 
Natriumdodecylsulfat (SDS) als Micellenbildner verwendet. Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen werden dabei nicht so vollständig zerstört wie im Falle der SDS-
Gelelektrophorese, so können z.B. Dimere von Monomeren durch unterschiedliches 
Laufverhalten leicht detektiert werden. Als Laufpuffer dient 1 x Laemmlies (ohne SDS) mit 1 
% DOC. Der 2 x  Ladepuffer für die native Gelelektrophorese enthält keinen Farbstoff und 
wird immer frisch direkt vor dem Beladen des Gels zusammen pipettiert. Der Ladepuffer darf 
nicht auf Eis gelagert werden, da beim Absinken der Temperatur die Viskosität zunimmt und 
ein Mischen mit den Proben unmöglich wird. Die beste Auftrennung im Gel erreicht man, 
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wenn man das Gel 45 min bei 10 mA vorlaufen lässt und über Nacht einen Strom von  4 mA 
anlegt. In der Regel wurde ein 8 % Trenngel verwendet und 10µg nukleärer Extrakt ins Gel 
gefahren. Proteinextrakt und Ladepuffer werden unmittelbar vor dem eigentlichen Start 
zusammen pipettiert. Jede Probe wird 1:1 mit Ladepuffer versetzt und sofort in die Tasche 
geladen. 
 
3.6 Elektromobilitäts-Shift-Analyse (EMSA) 
DNA-gebundene Proteine verlangsamen das gesamte Laufverhalten eines solchen Komplexes 
in einer Gelelektrophorese. Dies macht man sich bei dieser Methode zu nutzen. Analysiert 
wird das Bindungsverhalten bestimmter Transkriptionsfaktoren an die jeweilige Konsensus-
Sequenz. Dabei wird Proteinextrakt mit radioaktiv markiertem Oligonukleotid inkubiert und 
im nativen Polyacrylamidgel mit Niedrigsalzpuffersystem aufgetrennt. Durch Zugabe von 
Poly(dI-dC) sollen unspezifische Bindungen abgesättigt werden.  
Die Isolierung der Proteine für die Elektromobilitäts-Shift-Analysen in dieser Arbeit wurden 
von mir nach Punkt 3.4.1 durchgeführt. Die weiteren Arbeitsschritte wurden in Kooperation 
mit Dr. Anastasia Bachmann, Heidelberg durchgeführt. 
  
3.6.1 „Annealing“ des Oligonukleotids 
Transkriptionsfaktoren binden an doppelsträngige DNA. Dementsprechend müssen die in 
„sense“ und „antisense“ synthetisierten Oligonukleotide „annealt“ werden. Dazu werden 
gleiche Menge des jeweiligen Oligonukleotids (je 2µg) in TNE Puffer gemischt und in der 
PCR Maschine für 10 min auf 85°C erhitzt. Pro Minute wird um 1°C die Temperatur 
verringert. Die Lagerung erfolgt bei -20°C. 
 
3.6.2 Markierung und Aufreinigung des Oligonukleotids 
Die radioaktive Markierung des Oligonukleotids wird mit P32-γATP nach dem aufgeführten 
Schema durchgeführt. Die Inkubation erfolgt für 30 min bei 37°C im Wasserbad. 
2 µl Oligonukleotid (annealt) 
2 µl H2O 
1 µl 10 x Markierungspuffer 
1 µl T4-Kinase 
4 µl P32-γATP 
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Durch Zugabe von 5µl DNA-Ladepuffer wird die Reaktion abgestoppt. Im 15 % nativen 
Polyacrylamidgel wird markierte Doppelstrang-DNA von verbleibender einzelsträngiger 
DNA abgetrennt. Die Elektrophorese erfolgt bei Raumtemperatur für ca. 1,5 h bei 200 Volt in 
1 x TBE-Puffer. Mittels Autoradiographie wird die Radioaktivität sichtbar gemacht. Die 
entsprechende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und über Nacht bei 4°C in 1 x TNE 
eluiert. 
 
3.6.3 EMSA-Reaktion und Gelelektrophorese 
In den Kernen der Zellen befinden sich die aktivierten Formen der Transkriptionsfaktoren. 
Für EMSA-Analysen werden 5µg Kernextrakte verwendet. 
5 µg Kernextrakt 
+ 2 µg Poly(dI-dC) 
+ 5 x Bindungs-Puffer für Bandshift 
+ 10 000 cpm des markierten Oligonukleotids 
 
Die Ansätze werden für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Für eine genauere 
Spezifizierung der an die markierte Oligonukleotidsequenz gebundenen Proteine werden 
Supershift-Analysen durchgeführt. Nach der 30 min Inkubation der Reaktionsansätze werden 
diese mit 1µl des spezifischen Antikörpers versetzt und nochmals bei 4 °C für 1 Stunde 
inkubiert. Die Auftrennung der Reaktionsansätze erfolgt in 0.3 x TBE-Puffer bei 4°C für 30 
min bei 280 Volt und 1 Stunde bei 350 Volt. Anschließend wird das Gel auf Whatman-Papier 
1 Stunde lang bei 80°C getrocknet. Mittels Autoradiographie werden die retardierten Protein-
Oligonukleotid-Komplexe nachgewiesen. 
 
3.7 Methoden zur Analyse von Interferon 
Interferone schützen Zellen vor Infektionen mit Viren. Sie sind ursächlich für das Ausbilden 
eines antiviralen Status, der die Replikation eines Virus unterbindet und die Zelle vor Virus-
induzierter Lyse schützt. Grundlage für die Methodik zur Analyse von endo- bzw. exogenem 
Interferon geht auf diese Beobachtungen zurück (Isaacs und Lindenmann, 1957). Das 
Vorhandensein eines antiviralen Status lässt sich durch Infektion mit Interferon sensitiven 
Viren überprüfen. Hierfür werden das Encephalo-Myocarditis-Virus (EMCV) bzw. das 
Vesikulo-Stomatitis-Virus (VSV) verwendet. Wobei EMCV deutlich sensitiver auf die 
Anwesenheit von Interferon reagiert als VSV. Virus induzierte Lyse lässt sich leicht anhand 
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des zytopathischen Effekts (CPE) beobachten. Die Zellen werden kugelig rund und lösen sich 
vom Plattenboden ab.  
 
3.7.1. Permissivitätsanalyse der Zellen 
Eine Permissivitätsanalyse soll zeigen für welche Zelllinien in den anschließenden 
Protektionsanalysen EMCV und für welche VSV verwendet werden kann. Die Zellen werden 
hierzu in unterschiedlichen Zelldichten in 96-Lochplatten ausgesät und mit verschiedenen 
Virusverdünnungen infiziert. Für jede Zelllinie ergeben sich individuelle Lysezeitpunkte bei 
unterschiedlichen Virusverdünnungen. Um einen frühen und einen späten Zeitpunkt der Lyse 
beobachten zu können werden Duplikate angelegt. 
Für jede zu analysierende Zelllinie werden also zwei 96-Lochplatten mit folgenden 
Zelldichten ausgesät: 
 
0,5 x 105 Zellen/ml    1,5 x 105 Zellen/ml 
1 x 10 5 Zellen/ml    2 x 105 Zellen/ml 
 
Die Zellen werden am zweiten Tag nach der Aussaat mit Virus infiziert. So stimmen die 
Bedingungen aus der Permissivitätsanalyse mit der nachfolgenden Protektionsanalyse 
überein. Die Infektion erfolgt in dem für die jeweilige Zelllinie richtigen Zellkultur-Medium, 
welches auf 37°C vorgewärmt wurde. Die Viren werden in den folgenden Verdünnungen 
ausgetestet:  
 
EMCV     VSV 
1:1000 (M.O.I. 0,8)    1:1000 (M.O.I. 0,8) 
1:2000 (M.O.I. 0,4)    1:2500 (M.O.I. 0,4) 
1:4000 (M.O.I. 0,2)    1:5000 (M.O.I. 0,2) 
1:8000 (M.O.I. 0,1)    1:10000 (M.O.I. 0,1) 
 
Der Beobachtungszeitraum beträgt im Normalfall 16 bis 36 Stunden. In diesem zeitlichen 
Rahmen werden die Zellen nach unterschiedlichen Zeitpunkten mikroskopisch begutachtet 
und die geeignete Virusverdünnung dokumentiert. 
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3.7.2. Analyse der Virusprotektion 
Mit Hilfe der Protektionsanalyse soll festgestellt werden, ob eine Sensitivität gegenüber 
Interferon aufgrund konstitutiver Interferonproduktion vorliegt oder ob IFN-β nach exogen 
supplementiertem TNF-α produziert werden kann, um so die Zelle vor Virus-induzierter Lyse 
zu schützen. 
 
3.7.2.1 Standardvirusprotektionanalyse mit EMCV oder VSV 
Jeder Versuch wird im Triplikat durchgeführt. Die Konzentration jedes eingesetzten Zytokins 
wird im Dreifachwert bestimmt.  
Die Zellen werden in einer Dichte von 1 x 106/ml auf einer 96 well Platte ausgesät. Am 
nächsten Tag wird das jeweilige Zytokin dazugegeben. Von oben nach unten werden 1:2 
Verdünnungsschritte durchgeführt. Nach weiteren 24 Stunden erfolgt die Infektion mit Virus. 
Dabei sollte das Medium auf 37°C vorgewärmt sein, um eine Reduktion der viralen Aktivität 
durch Kälte zu unterbinden. Die Zellen werden mit einem Infektionsfaktor („Multiplicity of 
Infection“ oder M.O.I) von 0,1 im Falle der Protektionsanalyse infiziert. Das entspricht einer 
Virusverdünnung von 1:8000 und bedeutet, dass in etwa jede zehnte Zelle von einem 
Viruspartikel getroffen wird. Altes Zellkulturmedium wird verworfen und virushaltiges 
Medium mit je 100µl/Loch hinzupipettiert. Auf jeder Platte befindet sich eine Kontrolle der 
Viruslyse, die die Dauer der vollständigen Lyse wiedergibt und den Zeitpunkt des Abstoppens 
festlegt. Die Viruslyse sollte in dieser Kontrolle komplett durch sein. Eine weitere Kontrolle, 
die nur mit dem zu testenden Zytokin behandelt wurde, zeigt einen möglichen Einfluß des 
Zytokins und die Zellkontrolle dient der Beobachtung des Zellwachstums. Der Zeitpunkt der 
vollständigen Lyse ist im Falle von EMCV nach 16-24 Stunden erreicht. Eine Infektion mit 
VSV benötigt bis zu 36 Stunden. 
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Abb. 3.2 Schematische Darstellung einer Standardvirustitration. 
 
 
3.7.2.2 Dokumentation und Berechnung der Virusprotektion 
Nach vollständiger Lyse der Viruskontrolle wird das Medium abgekippt und noch lebende 
Zellen auf den Platten werden mit 4 % Glutardialdehyd für 2 min bei Raumtemperatur fixiert. 
Die Färbung der Zellen erfolgt nach dem vorsichtigen Waschen in dest. Wasser mit 2 % 
Kristallviolett/PBS ebenfalls für 2 min. Nach wiederholtem Waschen werden die Platten bei 
37°C für eine Stunde getrocknet. Zur Dokumentation des Ergebnisses werden die Platten 
zunächst mit einem untergelegten Papier bei Blende 32 mit der Belichtungszeit von 1/16 
Sekunde auf Polaroidbilder fotografiert. Für die Berechnung der Virusprotektion wird der 
Farbstoff in 33 % Essigsäure (100µl/Loch) resupendiert und die Platten in einem ELISA-
Reader bei 595nm vermessen. Die Viruskontrolle dient dabei als Nullwert und wird von den 
Werten der restlichen Löcher subtrahiert. Die Berechnung der viralen Protektion basiert auf 
der internationalen Definition von Interferon, die besagt, dass 1 Unit Interferon in der Lage 
ist, 50 % der Zellen vor viraler Lyse zu schützen. Bei einer Protektion unterhalb von 50 % 
wird nicht mehr von einem Schutz gesprochen. Die Basis für den Vergleich zwischen 
geschützten und nicht geschützten Zellen liefert die Zellkontrolle. Aus den Werten, die im 
ELISA-Reader gemessen wurden, wird jeweils der Mittelwert gebildet, wobei der Mittelwert 
der Zellkontrolle 100 % und somit vollständigem Schutz entspricht. Die Mittelwerte der 
unterschiedlichen Zytokinverdünnungen werden mit dem Mittelwert der Zellkontrolle in 
Zugabe von   
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Relation gesetzt und der prozentuale Anteil einer jeden Verdünnungstufe an der Zellkontrolle 
berechnet. 
 
% der Protektion = MW der Zytokinverdünnung x 100 / MW der Zellkontrolle 
 
3.7.2.3 Neutralisationsanalyse 
Mit Hilfe der Neutralisationsnalyse kann ein induziertes Interferon spezifiziert werden. Auch 
hier macht man sich die Fähigkeit der Interferone einen antiviralen Status induzieren zu 
können zunutze. Durch Gebrauch eines spezifischen Antikörpers wird die Zytokin-Rezeptor-
Bindung unterbunden und dadurch die Weiterleitung des Signals in die Zelle verhindert. Ein 
Schutz gegenüber Virus kann nicht mehr aufgebaut werden, es kommt zur Lyse in den Fällen, 
in denen der Antikörper spezifisch wirkt. Ist der Antikörper unspezifisch kann die Ausbildung 
eines antiviralen Status nicht verhindert werden.  
Die Zellen werden wie unter 3.7.2.1 beschrieben ausgesät und behandelt. Vor Zugabe des 
Zytokins jedoch werden die Zellen mit neutralisierendem Antikörper versetzt und 1 Stunde 
präinkubiert.  
 
3.7.3 Konditionierte Medien 
Zur Herstellung konditionierter Medien werden 3 x 106 Zellen/ 14,5cm Schale der jeweiligen 
Zelllinien ausgesät. Eine Inkubation erfolgt für 3 Tage bei 37°C, 5 % CO2, 95 % 
Luftfeuchtigkeit. Anschließend werden die Überstände zur Lagerung bei 4°C in 50ml Falcons 
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4. ERGEBNISSE 
 
Um einen möglichen Einfluß des einzelnen Onkogens oder der Onkogene in Kombination auf 
den Zytokin-Signaltransduktionsweg untersuchen zu können, wurden primäre humane 
Vorhaut-Keratinozyten verwendet, die mit Hilfe amphotroper Retroviren infiziert wurden, die 
die offenen Leseraster von HPV16 E6 oder E7 oder E6/E7 exprimieren (Abb. 4.1). Solche 
Zellen sind lediglich immortalisiert und bilden nach Heterotransplantation in Nacktmäusen 
keine Tumore (Whitaker und zur Hausen, nicht publiziert). 
Diese Onkogen exprimierenden, immortalisierten Keratinozyten besitzen die gleiche 
Morphologie wie die Zellen primären Ursprungs (HFK). Aus Abbildung 4.1 geht hervor, dass 
E6/E7-Keratinozyten und E6-Keratinozyten das Onkogen E6 von HPV16 (344bp) 
exprimieren sowie E6*. Als E6* wird eine verkürzte Version des E6-Proteins bezeichnet, die 
durch einen internen Spleißvorgang zustande kommt. E7-Keratinozyten hingegen, sowie 





Abb.4.1 Onkogenexpression in transformierten primären Keratinozyten.  
A: Morphologie der primären sowie der Onkogen-exprimierenden Keratinozyten. 
B: Expression der Onkogene in primären und immortalisierten Keratinozyten. 2µg DNase-verdaute 
RNA wurden in einem Gesamtvolumen von 20µl revers transkribiert. Zum Nachweis der Onkogene 
wurde 1µl der RT-Reaktion in eine PCR (50µl) eingesetzt. Davon wurden 20µl in einem 1 %-igen 
Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe von Ethidiumbromid (ETBR) analysiert.       
Primäre HFK: primäre Vorhaut-Keratinozyten; Non-Im.: Nicht-immortalisierte Keratinozyten (HFK). 
E6*: durch einen internen Spleißvorgang verkürzte Variante des E6-Genproduktes; 344bp markiert die 
Größe des E6-Transkriptes; 269bp markiert die Größe des exprimierten E7-Transkriptes (Aguilar-
Lemarroy, A., Gariglio, P., Whitaker, N., Eichhorst, S., zur Hausen, H., Krammer, P. und Rösl, F., 
Oncogene (2002) 21, 165-175). 
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4.1.1  Sensitivität gegenüber virusinduzierter Lyse (EMCV) 
 
Mit Hilfe des Encephalo-Myocarditis-Virus (EMCV), eines lytischen Picornavirus mit 
breitem Wirtszellsprektrum, sollte der Interferonstatus in HPV-positiven Zellen untersucht 
werden. Dieses Virus wird als Testvirus in IFN-Bioassays eingesetzt, da seine Replikation 
durch geringste Mengen IFN bereits gehemmt wird. Die Zellen wurden hierzu in einer 
definierten Dichte in 96-Lochplatten ausgesät und nach 48 Stunden mit EMCV (M.O.I. 1) 
infiziert. Auf jeder Platte wurden eine unbehandelte Zellkontrolle sowie eine Viruskontrolle 
angelegt, die das direkte Lyseverhalten der Zellen zeigt. Die Abbildung 4.2 dokumentiert das 
Verhalten der verschiedenen Zelllinien nach  EMCV-Infektion. 
 
Abb. 4.2 Schutz gegenüber EMCV-induzierter Lyse 
in immortalisierten Keratinozyten.  
Die Zellen wurden in 96-Lochplatten mit einer 
Zelldichte von 1 x 104 Zellen/Loch ausgesät und nach 
48 Stunden mit EMCV infiziert (M.O.I 1 im Falle der 
Keratinozyten-Zelllinien und M.O.I. 0,1 für HeLa). 
Zur Dokumentation wurden noch lebende Zellen fixiert 






Die immortalisierten Keratinozyten-Zelllinien wurden durch das verwendete EMC-Virus 
nicht lysiert. Zellkontrolle (CC) und Viruskontrolle (VC) zeigten keinerlei Unterschied im 
Modellsystem. Die Virulenz des verwendeten Virusstammes konnte gleichwohl durch die 
parallele Infektion von HeLa-Zellen dokumentiert werden.  Hier wurde der Unterschied 
zwischen unbehandelter Zellkontrolle und virusinfizierten Zellen (VC) deutlich. 16 bis 24 
Stunden nach Infektion war in der Viruskontrolle eine vollständige Lyse der Zellen 
nachweisbar. Eine Permissivität tumorigener Zervixkarzinom-Zelllinien gegenüber lytischen 
Viren konnte bisher mehrfach gezeigt werden (Stojdl et al., 2000; Bachmann et al., 2002).  
Die virale Resistenz der immortalisierten Keratinozyten deutete auf die konstitutive Bildung 
eines Faktors hin, der den Zellen einen antiviralen Status verlieh. 
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Es ist jedoch bekannt, dass Keratinozyten eine ganze Reihe verschiedener Zytokine und 
Chemokine exprimieren. So kommt es neben TNF-α auch zur Expression von Interleukin 1 
(IL-1), IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 sowie der Chemokine IP-10 (IFN-γ induzierbares Protein 10), 
RANTES und „Macrophage Inflammatory Proteine“ (MIP-1α) oder „Granylocyte 
Macrophage Colony Stimulating Factor“ (GM-CSF) (Woodworth und Simpson, 1993; 
Nickoloff et al., 1994; Companjen et al., 2000; Havard et al., 2002). Während TNF-α und 
Interleukine pro- (TNF-α, IL-1, 6 und 8) bzw. anti-inflammatorisch (IL-10) wirken, gehört es 
zur Aufgabe der Chemokine, Zellen des Immunsystems anzulocken und deren Einwanderung 
in entzündetes Gewebe zu beschleunigen.  
IFN-β erhält in diesem Zusammenhang besondere Bedeutung. Allein von Interferonen ist 
bislang bekannt, dass sie einen antiviralen Status vermitteln können. So kommt es nach 
viraler Infektion im zeitlichen Verlauf zuerst zu einer Induktion von IFN-β, das dann 
nachfolgend die IFN-α Gene aktiviert (Erlandsson et al., 1998). Außerdem ist eine 
Induzierbarkeit von IFN-β durch TNF-α belegt (Mestan et al., 1986; Jacobsen et al., 1989). 
IFN-γ wird hauptsächlich von Zellen des Immunsystems gebildet (Biron et al., 1999). Die 
virale Resistenz der immortalisierten Keratinozyten deutete also auf eine konstitutive IFN-
Produktion hin. Eine mögliche Expression von IFN-β in HPV16-immortalisierten Zellen 
sollte anhand einer RT-PCR nachgewiesen werden.  
Hierfür wurden die Zellen in definierten Dichten auf 10cm Platten ausgesät. Die RNA-
Isolation erfolgte, wie unter 3.3.2 beschrieben. Vor der reversen Transkription wurde ein 
DNase-Verdau durchgeführt, da das IFN-β-Gen keine Introns enthält und eine Kontamination 
mit genomischer DNA zu falsch positiven Ergebnissen führen könnte.  Für die PCR wurden 
IFN-β- sowie GAPDH-spezifische Primer verwendet. 
 
Abb. 4.3 Konstitutive IFN-β- 
Expression in Keratinozyten.  
Die Isolation der RNA erfolgte 
unter Verwendung des RNeasy-
Kits. Die Intaktheit der ver-
wendeten RNA nach dem DNase-
Verdau ist anhand der ribosomalen 
Banden 28- und 18S dokumentiert. 
Es wurden 2µg RNA in die RT-
Reaktion (20µl Volumen) einge-
setzt. Die PCR (50µl Reaktions-
Volumen) wurde mit 2µl des RT-
Ansatzes durchgeführt. 25µl der 
PCR-Reaktion wurden in einem 2 
% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Aus dem RT-Gemisch wurden spezifisch IFN-β und 
GAPDH als interne Kontrolle amplifiziert. HPK: Humane, primäre Vorhaut-Keratinozyten. 
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Wie aus Abbildung 4.3 ersichtlich, konnte in der Tat eine konstitutive Expression des IFN-β-
Gens in den Keratinozyten unabhängig von der Onkogenexpression nachgewiesen werden.  
Um die Menge des konstitutiv gebildeten Proteins zu bestimmen, sollten Überstände auf 
biologische Aktivität getestet werden. Dabei war der auf den Indikatorzellen induzierte 
Schutz durch die konditionierten Medien minimal (< 2 Units) und konnte nicht graphisch 
dargestellt werden. Im Zusammenhang mit einer autokrinen Wirkungsweise der Interferone 
widerspricht dieses Ergebnis jedoch nicht den vorangegangenen Daten.  
Die konstitutive IFN-β-Expression bestätigt die durch den vorangegangenen Protektionsassay 
gezeigte biologische Aktivität des Interferons. 
Um weitere Ursachen für eine fehlende Permissivität der immortalisierten Keratinozyten 
auszuschließen, sollte die Replikation von EMCV in infizierten Zellen überprüft werden. 
 
 
4.1.1.1 Onkogenspezifische Blockierung der EMCV-Replikation  
 
Die Zellen wurden mit EMCV (M.O.I. von 1) für unterschiedliche Zeitwerte infiziert. RNA 




Abb.4. 4 Nachweis der EMCV-Replikation  
Analyse der EMCV-Replikation zu unterschiedlichen Zeitwerten nach Infektion (M.O.I. von 1). 
10µg/Spur Gesamt-RNA wurden in einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet 
(3.3.4.2). Der Filter wurde nacheinander mit einer für EMCV-spezifischen Sonde sowie mit einer für 
Aktin-spezifischen Sonde  hybridisiert. 
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Im Vergleich mit HeLa, einer durch EMCV-permissiven Zelllinie, fiel auf, dass das Virus im 
verwendeten Modellsystem unterschiedlich repliziert (Abb. 4.4). In HeLa-Zellen war bereits 
nach 8 Stunden eine große Menge an EMCV-RNA detektierbar, in den Keratinozyten-
Zelllinien dagegen selbst nach 24 Stunden kaum. Dieses Ergebnis war mit einem durch IFN-
β-vermittelten „priming“-Status der HPV-positiven Keratinozyten kompatibel und stimmte 
auch mit dem Verlust einer Interferon-Produktion der HeLa-Zellen überein (Bachmann et al., 
2002). Auch innerhalb der Keratinozyten-Zelllinien ergaben sich bei genauer Betrachtung 
Unterschiede. So war 24 Stunden nach einer Infektion EMCV-RNA über Northern-blot in E7-
Zellen gar nicht, in E6-Zellen schwach und in E6/7-Zellen deutlich nachweisbar. Es wurde 
also eine sensitivere Methode gewählt, um eventuell sogar „Input“-RNA des infizierenden 
Virus und damit eine mögliche Infektion auch in E7-Zellen nachweisen zu können. Hierfür 
wurde eine RT-PCR mit anschließender Hybridisierung durchgeführt.  
 
Das EMC-Virus enthält als Genom einen positiven RNA-Strang. Für eine erfolgreiche 
Replikation des Virus in der Zelle ist es nötig, dass dieser Plus-Strang in einen Minus-Strang 
umgeschrieben wird, der wiederum als Matrize für die Synthese weiterer RNA-Stränge dient 
(Rueckert, 1996). Durch die Verknüpfung unterschiedlicher Lebenszyklen des Virus mit RNA 
ungleicher Orientierung ist es möglich, genomische RNA (Plus-Strang) von replizierendem 
Virus (Minus-Strang) zu unterscheiden. Die Verwendung von spezifischen Primern für die 
RT-Reaktion ermöglichte eine Differenzierung zwischen diesen beiden Zuständen. Für den 
Nachweis der genomischen Form des Virus wurde in die RT-Reaktion ein antisense-Primer, 
für die replizierende Form ein sense-Primer eingesetzt. (Abb. 4.5).  
 
 
Abb.4.5 Verwendung von EMCV-spezifischen Primern zur Unterscheidung der replikativen 
Form und der genomischen RNA des Virus. 
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Die anschließende PCR wurde mit beiden Primern durchgeführt. In einem parallelen Ansatz 
wurde in der RT-Reaktion Oligo-dT-Primer verwendet, um gleiche Mengen RNA 
demonstrieren zu können. In diesem Fall wurden in eine anschließende PCR GAPDH-
spezifische Primer eingesetzt.   
 
 
Abb. 4. 6 Analyse der EMCV-RNA nach Infektion.  
Die RNA wurde mittels RNeasy-Kit isoliert. Die ribosomalen Banden 28S und 18S zeigen die 
Intaktheit der verwendeten RNA. Die reverse Transkription erfolgte unter Verwendung des „sense“ 
Primers zur spezifischen Detektion replizierender EMCV-RNA bzw. unter Verwendung des 
„antisense“ Primers zur spezifischen Detektion des persistierenden Virus in der Zelle. Die GAPDH-
PCR diente als interne Kontrolle der RT-Reaktion. Im Falle der EMCV-RT-PCR wurden 1µg Gesamt-
RNA in die RT-Reaktion (Volumen 20µl) eingesetzt, wovon 1µl für die anschließende PCR 
verwendet wurde. Die Hälfte (25µl) des PCR-Ansatzes wurde in einem 1 % Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend laut Protokoll (siehe 3.3.4.1) geblottet. Die Detektion 
der EMCV-RNA erfolgte unter Verwendung einer EMCV-spezifischen Sonde.   
 
 
Eine Infektion durch EMCV konnte, unabhängig von den HPV-Onkogenen, in allen 3 
immortalisierten Keratinozyten nachgewiesen werden (Abb. 4.6). Unterschiede in 
Abhängigkeit vom exprimierten Onkogen wurden bei der Betrachtung des Infektionsverlaufes 
deutlich. So war in E6- und E6/7-Zellen nach 16 bzw. 41 Stunden eindeutig die replizierende 
Form wie auch die genomische RNA von EMCV detektierbar. In E7-Zellen hingegen konnte 
eine Abnahme der Replikation viraler RNA über die Zeitintervalle 0,5 bis 2 Stunden nach 
Infektion verfolgt werden. Diese Unterschiede lassen sich nicht durch die konstitutive IFN-β-
Expression erklären, da die immortalisierten Keratinozyten keine Differenzen in der 
Transkription dieses Gens aufweisen (Abb. 4.3). Eine mögliche Ursache für die Abnahme der 
EMCV-Replikation in E7-Zellen sollte demnach in anderen IFN-abhängigen oder bereits 
präaktivierten antiviralen Mechanismen zu finden sein. 
 
 
                                                                                                                                     Ergebnisse                        
                                                                                                                                                   62
4.1.1.2 Analyse der Ausbildung eines antiviralen Status gegen EMC-Virus 
 
4.1.1.2.1 Induktion von IFN-β nach EMCV-Infektion 
 
Für eine Induktion des IFN-β-Gens und für die Ausbildung eines antiviralen Status nach 
Infektion ist eine Aktivierung des „Interferon-Regulatory-Factor-3“ (IRF-3) unerlässlich 
(Schafer et al., 1998; Wathelet et al., 1998). HPV16 E6 soll jedoch eine Translokation in den 
Zellkern verhindern und somit eine erfolgreiche Aktivierung von IRF-3 stören (Ronco et al., 
1998). Dies sollte sich nachteilig auf eine Induktion des IFN-β-Gens auswirken.  
Die beschriebenen Einflüsse des E6-Onkogens sollten in den immortalisierten Keratinozyten 
untersucht werden. Es wurde zunächst die IFN-β-Expression nach Infektion analysiert. 
Hierbei zeigte sich, dass eine Induktion der Expression des IFN-β-Gens nach Infektion jedoch 
vor allem in E6- und E6/7-Zellen stattfand (Abb. 4.7). In durch E7-immortalisierten 
Keratinozyten sowie in primären Zellen konnte dieser Effekt einer verstärkten Induktion nicht 
bzw. kaum beobachtet werden. Nach langen Inkubationszeiten mit EMCV (16 bis 41 
Stunden, siehe Abb. 4.4 und Abb. 4.6) konnte der Virus in E6- und E6/7-Zellen deutlich 
nachgewiesen werden. Die Menge an detektierten EMCV-Transkripten (genomische Form 
des Virus) und intermediären Replikaten (replizierende Form des Virus) in E6- und E6/7-
Keratinozyten stimmt dabei mit dem Maß der hier gezeigten IFN-β-Induktion überein (Abb. 
4.6 und 4.7). So wurde die stärkste Induktion des IFN-β-Gens in der Zelllinie detektiert, die 
auch am meisten Virusreplikate aufwies, bzw. eine schwächere Induktion von IFN-β konnte 
einem geringeren Virus-RNA-Gehalt gegenübergestellt werden. 
 
 
Abb. 4.7 Analyse der IFN-β-
Expression nach EMCV-Infektion  
Die Zellen wurden mit EMC-Virus 
(M.O.I. von 1) für 24 Stunden 
inkubiert. Aus dem Gemisch der 
revers transkribierten cDNAs wurde 
spezifisch IFN-β und GAPDH als 
interne Kontrolle amplifiziert. Die 
Auftrennung der PCR erfolgte in 
einem 2% Agarosegel.  
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In einem nächsten Ansatz sollte geklärt werden, ob IRF-3 für die Induktion von IFN-β nach 
viraler Infektion in E6- und E6/7-Zellen trotz Onkogenpräsenz verantwortlich ist (Ronco et 
al., 1998). Da ein wesentlicher Schritt in der Aktivierungsphase von IRF-3 in der Ausbildung 
von Homodimeren besteht (Yoneyama et al., 1998), sollte eine Analyse des 
Dimerisierungsverhaltens in Kernextrakten infizierter Zellen, also nach Translokation, 
Rückschlüsse über einen Einfluß von E6 auf die Aktivierung von IRF-3 erlauben. 
 
In der Aktivierungsphase von IRF-3 kommt es zunächst nach viraler Infektion zur 
Phosphorylierung der IRF-3-Monomere, die sich anschließend zu Dimeren zusammenlagern 
(Lin et al., 1998; Yoneyama et al., 1998 zur Übersicht). Diese Dimere translozieren, auf diese 
Weise aktiviert, in den Zellkern. Dort bilden sie einen Komplex mit CBP/p300 aus und 
binden als „dsRNA Activated Factor“ (DRAF) an „responsive sites“ in den Promotoren von 
Genen, die durch Virusinfektion aktiviert werden. Zahlreiche dieser Gene gehören auch zu 
den bekannten durch IFN-stimulierbaren Genen (Schafer et al., 1998; Grandvaux et al., 
2002). 
 
Das Dimerisierungsverhalten von IRF-3 wurde anhand eines nativen Polyacrylamidgels 
untersucht. Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer partiellen Zerlegung des DRAF-
Komplexes durch Verwendung von Natrium-Didesoxycholat (DOC). In Anwesenheit dieses 
Micellenbildners werden Protein-Protein-Wechselwirkungen nicht so vollständig zerstört wie 
unter Verwendung von Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS). DOC bewirkt die Spaltung des IRF-
3/CBP/p300 Trimers durch Abspaltung von CBP/p300 aus diesem Komplex (Iwamura et al., 
2001). So können IRF-3 Monomere von IRF-3 Dimeren durch unterschiedliche Laufverhalten 
leicht detektiert werden. 
 
 
Abb. 4.8 Dimerisierung von IRF-3 nach EMCV-Infektion. 
10µg Kernextrakt von unbehandelten und EMCV-infizierten Zellen wurden in einem 8% DOC-PAGE 
elektrophoretisch aufgetrennt. Der Filter wurde mit einem IRF-3-spezifischen Antikörper inkubiert.  
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Eine Induktion der IRF-3-Dimerisierung war insbesondere in HPV16 E6- und E6/7-
exprimierenden Keratinozyten nach 24-stündiger Infektion durch EMCV zu sehen (Abb. 4.8). 
E7-Zellen dagegen zeigten keine viral induzierte Erhöhung der Zusammenlagerung, 
wohingegen in primären Keratinozyten ein Anstieg der monomeren, als auch der dimeren 
Form von IRF-3 feststellbar war.  
Aus diesen Daten geht hervor, dass das Onkogen E6 von HPV16 keinen Einfluß auf die 
Aktivierung von IRF-3 ausübt. Da im vorliegenden Experiment IRF-3-Dimere in 
Kernextrakten nachgewiesen wurden, kann ebenso eine Inhibierung der Translokation vom 
Zytoplasma in den Zellkern ausgeschlossen werden. Vielmehr korrelierte das Auftreten von 
IRF-3-Dimeren mit der Induktion des IFN-β-Gens nach Infektion und diese wiederum mit 
dem Grad der viralen Replikation. Alle 3 beobachteten Phänomene traten in zeitlich 
zueinander passenden Gegebenheiten auf. So folgte einer massiven viralen Replikation eine 
Aktivierung von IRF-3 in E6- und E6/7-Zellen, wodurch es zu einer erhöhten IFN-β-
Expression kam.  
 
Was die E7-Zellen jedoch in die Lage versetzte die EMCV-Replikation zu blockieren und 
warum diese Zelllinie eine Verbesserung seines antiviralen Zustands durch IFN-Induktion 




4.1.1.2.2. Antivirale Mechanismen  
 
Der bekannteste Mechanismus, der die Replikation des EMC-Virus in einer Zelle verhindert 
und die Blockierung der Replikation in E7-Zellen erklären könnte, ist das OAS/RNaseL-
System (Abb. 1.5) (Nilsen und Baglioni, 1979; Silverman et al., 1983; Li et al., 1998). 
Hierbei werden nach Infektion durch doppelsträngige Replikationsintermediate (dsRNA) die 
Oligoadenylat-Synthethasen aktiviert, die ATP zu Oligoadenylat umformen und dadurch die 
RNaseL aktivieren. Die Konzentration des gebildeten Oligoadenylats ist der Aktivität der 
RNaseL proportional. Die RibonucleaseL wiederum zerschneidet doppelsträngige RNAs und 
führt so zu einer Reduktion des replizierenden Virus innerhalb der Zelle (Nilsen und Baglioni, 
1979; Li et al., 1998). Die RNaseL wird konstitutiv exprimiert, ist durch Oligoadenylat 
aktivierbar (Floyd-Smith und Denton, 1988; Silverman, 2003) und wird durch Interferone 
induziert (Zhou et al., 1993). Die Expression von RNaseL im verwendeten System ist in 
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Abbildung 4.9A dargestellt und zeigte signifikante Unterschiede zwischen den 
immortalisierten Keratinozyten-Zelllinien. HPV16 E7-Zellen wiesen im Vergleich zu E6- und 
E6/7-Zellen konstitutiv höhere Mengen an RNaseL-Protein auf (Abb. 4.9A). Eine 
Herabregulation von replikativen EMCV-Intermediaten in E7 exprimierenden Keratinozyten  
kann also mit Hilfe dieses Ergebnisses erklärt werden. 
 
 
Abb. 4.9A Analyse der RNaseL-Expression in HPV16-positiven 
Keratinozyten 
50µg Kernextrakt unbehandelter Zellen wurden in einem 8% SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der 
RNaseL-Proteinmengen erfolgte mit einem gegen RNaseL-
spezifischen Antikörper. Zur Überprüfung der geladenen 
Proteinmenge und des erfolgten Transfers wurde ein Aktin-





Diese vorliegenden unterschiedlichen RNaseL-Proteinmengen zogen die Frage nach einem 
möglichen Regulationsmechanismus nach sich. In der Literatur wird die RNaseL immer 
wieder im Zusammenhang mit IFN-induzierbaren Genen erwähnt (Samuel, 2001). Um zu 
klären, ob die im Modellsystem vorliegenden IFN-Mengen einen direkten Einfluß auf die 
RNaseL-Expression haben und ob diese durch IFN gesteigert werden kann, sollte durch 
Behandlung mit IFN-β analysiert werden. 
 
Ein Effekt dieser Interferon-Behandlung hinsichtlich einer erhöhten RNaseL-Expression 
konnte nicht festgestellt werden (Abb. 4.9B). Zwar unterschieden sich die unbehandelten 
Kontrollwerte signifikant, doch eine Induktion der RNaseL-Expression auf Proteinebene war 
selbst nach 8 Stunden IFN-β in keiner der 3 Zelllinien zu sehen. Es hat den Anschein, als ob 
IFN-β doch weniger Einfluß auf die RNaseL-Expression hat, als bislang angenommen wurde. 
So stimmt dieses Ergebnis mit kürzlich publizierten Daten überein, in denen durch IFN-β-
Behandlung die RNaseL-Expression maximal 2,2-fach induziert werden konnte (Rusch et al., 
2000). 
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Abb. 4.9B  Western-blot Analyse der RNaseL-Expression in HPV16 immortalisierten 
Keratinozyten. 
50µg Kernextrakt von 100 Units IFN-β behandelten Zellen wurden in einem 8% SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der RNaseL-Proteinexpression erfolgte 
mit einem gegen RNaseL-spezifischen Antikörper. Zur Überprüfung der geladenen Proteinmenge und 




Als weiterer Mechanismus zum Schutz gegen virale Infektionen wurde die PKR bereits 
mehrfach beschrieben (Clemens et al., 1993; Clemens und Elia, 1997). Auch sie wird 
konstitutiv in Zellen gebildet und durch Interferon induziert. Eine Aktivierung erfolgt ebenso 
wie im OAS/RNaseL-System durch doppelsträngige RNA (dsRNA) (Proud, 1995; Clemens 
und Elia, 1997). Als Folge wird eIF2a phosphoryliert und somit die gesamte zelluläre 
Translation gestoppt (Schneider und Shenk, 1987; Gale et al., 2000). Wie in Abbildung 4.10 
zu sehen ist, liegen in E7-Zellen, wie zuvor für die RNaseL dokumentiert, größere Mengen 
der PKR vor als in E6 exprimierenden Zellen. Eine Induktion der Expression war in E7-
Zellen 1 und 2 Stunden nach viraler Infektion deutlich zu sehen. In E6-Keratinozyten kam es 
lediglich 1 Stunde nach Infektion zu einer kurzen Erhöhung der PKR-Menge im Zytoplasma. 
Man kann davon ausgehen, dass diese Proteinkinase ebenso wie das OAS/RNaseL-System im 






                                                                                                                                     Ergebnisse                        
                                                                                                                                                   67
 
Abb. 4.10 Western-blot Analyse des PKR-Proteins nach viraler Infektion im Modellsystem. 
50µg zytoplasmatischer Proteinextrakt von unbehandelten und EMCV-infizierten Zellen wurden mit 
Hilfe eines 8 % SDS-Polyacrylamidgels analysiert. Der Nachweis des PKR-Proteins erfolgte mit 




4.1.2 Sensitivität gegenüber virusinduzierter Lyse (VSV) 
 
Die immortalisierten Keratinozyten hatten auf molekularer Ebene hinsichtlich der EMCV-
Replikation Unterschiede gezeigt. Um zu klären, ob es sich hierbei um ein generelles 
Phänomen handelte oder vom eingesetzten Virus abhängig war, sollte mit Hilfe eines 
weiteren Virus ermittelt werden. Für diesen Zweck wurde Vesikulo-Stomatitis-Virus (VSV) 




4.1.2.1 Onkogenspezifische Blockierung der VSV-Replikation 
 
Für die Versuche mit VSV wurde der gleiche Versuchsansatz gewählt wie zuvor für EMCV 
(4.1.1.1). Die Zellen wurden in diesem Fall mit einer M.O.I von 0,1 infiziert. Bei den unter 
3.7.1 beschriebenen Voruntersuchungen zu Protektionsanalysen zeigte sich, dass sich das 
Verhalten von HPV16 E6- und E6/7-exprimierender Keratinozyten deutlich von dem der E7-
exprimierenden Keratinozyten unterschied. So wiesen E6/7- sowie E6-Keratinozyten einen 
zytopathischen Effekt nach Infektion auf. Dieser Effekt war selbst nach 48 Stunden in E7-
Zellen nur schwach ausgeprägt (Abb. 4.11). Als zytopathischer Effekt (CPE) wird der nach 
Infektion eintretende, zu beobachtende Tod einer ungeschützten Zelle bezeichnet, bei dem es 
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durch Änderungen in der Permeabilität der zellulären Membranen letztendlich zu einem 
sichtbaren Schrumpfen der gesamten Zelle kommt. 
 
 
Abb. 4.11 Kinetik einer durch VSV-induzierten Lyse nach TNF-α-Vorbehandlung 
TNF-α-Behandlung führte nicht zu einem protektiven Effekt in HPV16 E6- und E6/7-Keratinozyten. 
Für jede Zelllinie ist eine repräsentative 96- Lochplatte abgebildet. Als Kontrollen wurden auf jeder 
Platte die Viruskontrolle (VC) zur Beobachtung der viralen Lyse, die Zytokinkontrolle (TC) zur 
Beobachtung von Zytokineinflüssen auf das Wachstum der Zellen und die Zellkontrolle (CC) zur 
Überprüfung des zellulären Wachstums mitgeführt. Die Verdünnung des TNF-α erfolgte in 1:2 
Schritten von oben nach unten. 
 
Bereits 24 Stunden nach der Infektion mit VSV war die Viruskontrolle (VC) HPV16 E6/7-
exprimierender Zellen komplett lysiert (Abb. 4.11). In E6-Zellen dauerte ein durchgängiger 
CPE dagegen 30 Stunden. Und in E7-Zellen war nach mehr als 48 Stunden die Viruskontrolle 
immer noch zu weniger als 50 % lysiert. Dieses Ergebnis weist Ähnlichkeiten zu den mit 
EMCV gewonnenen Daten auf. In beiden Fällen zeigte die E7-exprimierende Zelllinie im 
Vergleich mit E6- und E6/7-Zellen deutlich eine Resistenz gegenüber dem jeweiligen 
verwendeten Virus.  
Gemeinsamkeiten in der IFN-β-Expression können diese Unterschiede nicht erklären. 2 Units 
IFN-β im konditionierten Medium machen die Permissivität gegenüber dem im Gegensatz zu 
EMCV weniger IFN-sensitiven VSV begreiflich, aber warum sich durch TNF-α Behandlung 
kein antiviraler Status induzieren ließ, blieb zunächst unklar. 
  
Um zu untersuchen, ob die selektive Resistenz von E7-exprimierenden Zellen durch eine 
stärkere IFN-β-Produktion zustande kommt, die u.U. (wie z.B. bei Fibroblasten) temporär 
auftritt und über die RT-PCR bislang nicht detektierbar war, wurde ein Versuchsansatz mit 
neutralisierenden Antikörpern gegen IFN-β gewählt. Die Zugabe eines solchen Antikörpers 
sollte die Bindung des autokrin gebildeten IFN-β an seinen Rezeptor inhibieren und damit die 
Induktion der Signaltransduktion, die zu einem antiviralen Zustand führt, verhindern. 
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Hierfür wurden E7-exprimierende Zellen wie bereits beschrieben in 96-Lochplatten ausgesät 
und 3 Tage lang mit Antikörpern inkubiert, um den internen Rückkopplungsmechanismus des 
Interferons zu unterbrechen. Die Konzentration der Antikörper wurde so gewählt, dass in der 
höchsten Konzentration eine Menge von 12 Units IFN-β neutralisiert werden konnten (Abb. 





Abb. 4.12 Der konstitutive antivirale Status in E7-Zellen ist nicht abhängig von einer IFN-β-
Expression. 
A E7-exprimierende Keratinozyten wurden 3 Tage lang mit neutralisierenden Antikörpern gegen IFN-
β inkubiert. Anschließend wurden sie mit VSV (M.O.I. von 1) infiziert. Die Platte wurde nach 72 
Stunden fixiert und gefärbt. Abgebildet ist eine repräsentative Platte von 3 unabhängigen 
Versuchsansätzen. VC dokumentiert eine Behandlung über den angegebenen Zeitraum mit VSV; 
AKK diente der Beobachtung des zellulären Wachstums während der Antikörper-Behandlung und (-) 
zeigt die zelluläre Wachtsumskontrolle. 
B Test des verwendeten Antikörpers auf HeLa-Zellen zur Ermittlung der neutralisierenden Einheiten 
gegen IFN-β. Ausgesät wurden 1x104Zellen /Platte. Anwachsen der Zellen über Nacht. Vor der mind. 
16 stündigen Inkubation mit IFN-β erfolgte eine 30min. und dann fortdauernde Prä-Inkubation mit 
Antikörper (AK). Anschließend wurde der antivirale Status nach EMCV-Infektion (M.O.I. von 0,1) 
dokumentiert. 2µl Antikörper sollen laut Herstellerangaben 100 Units IFN-β neutralisieren können.  
Die für den Versuch ermittelte AK-Verdünnung wurde mit 1:500 festgelegt, da der verwendete AK 
selbst in einer Verdünnung von 1:400 noch 100 Units IFN-β neutralisieren konnte. 
 
 
Aus Abbildung 4.12A geht hervor, dass die neutralisierenden Antikörper keinerlei Einfluß auf 
die Resistenz der HPV16-E7 exprimierenden Keratinozyten hatten. Die Zellen wurden selbst 
in Anwesenheit spezifischer Antikörper gegen IFN-β nicht lysiert. Zellkontrolle (-) und 
Viruskontrolle (VC) ließen keinen Unterschied erkennen. Die Inkubation mit 
neutralisierenden IFN-β Antikörpern (AKK) führte zu einem verminderten Wachstum der 
Zellen. Diese Beobachtung ließ sich auch in den mit Antikörper(AK)-behandelten und Virus-
infizierten Zellen weiter verfolgen, übte jedoch keinen Effekt auf einen möglichen CPE aus. 
Die Funktionalität der neutralisierenden Eigenschaft des Antikörpers war zuvor in einem 
Assay bestimmt worden (Abb. 4.12B). Hierbei wurde unter Verwendung von HeLa-Zellen, 





ZK       VK           IFN-β 100 Units  
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die konstant mit 100 Units IFN-β behandelt worden waren, diejenige Antikörper-Verdünnung 
ermittelt, die 100 Units neutralisieren konnte. 
Dieses Ergebnis warf die Frage nach einem anderen antiviralen Mechanismus auf, der die 
beobachtete Resistenz verlieh. Um diesen Punkt zu klären, wurde die Expression weiterer 
Interferone analysiert. Für IFN-α, das ebenfalls einen antiviralen Status induziert, konnte kein 
einheitliches Ergebnis protokolliert werden, da sich die Expression im verwendeten 
Modellsystem an der Detektionsgrenze befand. IFN-γ, ein Typ II Interferon, wird von T-
Zellen, nicht aber von Keratinozyten in ausreichender Menge gebildet. Als weiteres Typ I 
Interferon kam nun noch IFN-κ in Frage, das erst vor kurzem entdeckt worden war und in der 
Tat vornehmlich von Keratinozyten gebildet werden sollte (LaFleur et al.,  2001).  
 
  
Abb. 4.13 RT-PCR-Analyse der IFN-κ-Expression 
Aus dem Gemisch der revers transkribierten cDNA-Fragmente wurden spezifisch IFN-κ und GAPDH 
als interne Kontrolle amplifiziert. 
 
 
Tatsächlich wiesen E7-Zellen genauso wie primäre Keratinozyten im Vergleich zu den 
anderen Zelllinien die höchsten Mengen an IFN-κ-Transkripten auf (Abb. 4.13). Ein 
antiviraler Status der E7-Zellen (Abb. 4.11 und 4.12A) konnte dementsprechend mit diesem 
Ergebnis hinreichend erklärt werden. Von  primären Zellen war bereits bekannt, dass sie eine 
Resistenz gegenüber VSV besitzen (Stojdl et al., 2000), was auch dem entspricht, was selbst 
beobachtet werden konnte. Demgegenüber wurde das IFN-κ-Gen in E6-Zellen vermindert 
exprimiert und in E6/7-Keratinozyten war eine Expression kaum noch nachweisbar.  
Über einen möglichen Regulationsmechanismus des IFN-κ-Gens liegen bislang keine Daten 
vor. Eine mögliche Induzierbarkeit, ähnlich wie im Falle von IFN-β, sollte durch TNF-α 
Behandlung untersucht werden. Hierfür wurden die Zellen mit TNF-α (10ng/ml) für 
unterschiedliche Zeitwerte behandelt und RNA wie in 3.3.2 beschrieben extrahiert.  
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Abb. 4.14 IFN-κ-Expression nach TNF-α-Behandlung in HPV16 Onkogen-exprimierenden 
Keratinozyten  
Für die RT-PCR wurden die Zellen mit 10 ng/ml TNF-α entsprechend den Angaben inkubiert. Aus 
dem Gemisch der revers transkribierten cDNA-Fragmente wurden spezifisch IFN-κ und GAPDH als 
interne Kontrolle amplifiziert. 
 
In der Tat geht aus Abb. 4.14 eine leichte Induktion des IFN-κ-Gens nach TNF-α-
Behandlung hervor. 8 und 16 Stunden nach Inkubation war in E6- und E6/7-Zellen etwas 
mehr Transkript nachweisbar. Die Menge an IFN-κ-RNA in E7-Keratinozyten blieb hingegen 
gleich. Ob der dargestellte Effekt allerdings auf eine direkte Wirkung von TNF-α 
zurückzuführen ist oder ob die Induktion von IFN-κ in E6- und E6/7-Zellen vielmehr indirekt 
über die Aktivierung von IFN-β erfolgt, bleibt offen. Eine verstärkte Induktion des IFN-β-
Gens ist nämlich nach TNF-α-Behandlung in den immortalisierten Keratinozyten ebenfalls 
nach 16 Stunden zu sehen (vgl. Abb. 4.15). 
 
   
 
Abb. 4.15 Induzierbarkeit von IFN-β durch TNF-α in HPV16-positiven Keratinozyten. 
Die Zellen blieben unbehandelt oder wurden für 16 Stunden mit 10ng/ml TNF-α inkubiert. Aus dem 
Gemisch der revers transkribierten cDNA-Fragmente wurde spezifisch IFN-β amplifiziert. Als interne 
Kontrolle wurde eine GAPDH-PCR durchgeführt. 
  (-)         16           (-)          16         (-)        16         h. TNF-α 
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4.1.2.2 Antivirale Mechanismen gegen VSV-Infektion 
 
Der antivirale Status gegenüber VSV in E7-Zellen konnte nun anhand der IFN-κ-Expression 
erklärt werden, nicht jedoch die Permissivität in E6-Keratinozyten nach TNF-α-Behandlung. 
Eines der wichtigsten zellulären Proteine zum Schutz gegen VSV ist das MxA-Protein 
(Staeheli und Pavlovic, 1991; Schwemmle et al., 1995). MxA gehört zu der Gruppe der 
Dynamine und liegt als zytoplasmatisches Protein in Aggregaten vor (Kochs et al., 2002). Es 
besitzt GTPase-Aktivität (Staeheli et al., 1993). Der antivirale Mechanismus ist bisher nicht 
vollständig aufgeklärt. Für eine VSV-Infektion konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart von 
MxA spezifisch das für den Virus zur Replikation wichtige P-Protein hyper- statt 
hypophosphoryliert wird (Schuster et al., 1996), was sich negativ auf die Vermehrung von 
VSV auswirkt.  
Um zu klären, ob MxA in E7-Zellen für die Resistenz gegen VSV verantwortlich ist, wurde 
der Gehalt an zellulärem Protein mittels Western-blot analysiert. Hierfür wurden die Zellen 





Abb. 4.16 Western-blot Analyse des MxA-Proteins nach VSV-Infektion in primären und 
immortalisierten Keratinozyten. 
50µg zytoplasmatischer Proteinextrakt von unbehandelten und VSV-infizierten Zellen wurde mit Hilfe 
eines 8 % SDS-Polyacrylamidgels analysiert. Der Nachweis des MxA-Proteins erfolgte mit einem 
polyklonalen Antikörper. Gleiche Ladungsverhältnisse wurden durch einen monoklonalen Aktin-
Antikörper detektiert. HPK: humane, primäre Keratinozyten. 
 
 
Tatsächlich bestätigte sich die Vermutung, dass MxA in HPV16 E7-Keratinozyten deutlich 
stärker exprimiert wird als in E6- und E6/7-Zellen (Abb. 4.16). Konstitutiv wie auch nach 
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viraler Infektion war in E7-Zellen signifikant mehr Protein nachweisbar. Dabei unterschieden 
sich die analysierten Zeitwerte nach Infektion kaum. MxA wurde in E6-Zellen schwach 
exprimiert und war in E6/7-Keratinozyten kaum noch nachweisbar.  
 
 
4.1.2.3  Regulation der MxA-Expression 
 
Um der Frage nachzugehen, wie es zu diesen drastischen Unterschieden in der MxA-
Expression zwischen den immortalisierten Zelllinien kam, sollte das Expressionsverhalten des 
zugehörigen Gens näher untersucht werden. Hierzu wurde auf regulatorische Elemente, die 
dem eigentlichen Gen vorangestellt sind, zunächst besonderes Augenmerk gelegt.  
Sequenzanalysen der MxA-Promotorregion haben ISRE („Interferon Stimulation Response 
Element“) ähnliche Sequenzen bzw. auch funktionelle ISREs aufgezeigt, die ISGF3 binden 
können und so auf Typ I Interferon reagieren (Nakade et al., 1997; Ronni et al., 1998). Eine 
„Nuclear Factor kappa B“ (NFκB) sowie mehrere Interleukin-6 (IL-6) „Responsive Sites“ 
sollen vorhanden, jedoch ohne Funktion sein (Simon et al., 1991; Ronni et al., 1998).  
Ob die erhöhte MxA-Expressionsrate in E7-Zellen also durch höhere IFN-κ-Mengen zu 
erklären ist oder doch durch IL-6 oder TNF-α, das zur Aktivierung von NFκB führt, erklärt 
werden kann, sollte auf RNA-Ebene untersucht werden.  
Hierfür wurden die Zelllinien in 10cm Schalen in definierten Zelldichten ausgesät und mit 
dem jeweiligen Zytokin zu den angegebenen Zeitwerten inkubiert. Die Isolation der RNA 
erfolgte wie unter 3.3.2 beschrieben. Der Abgleich der eingesetzten Mengen wurde durch 
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Abb. 4.17 Interleukin 6 (IL-6) hat keinen Einfluß auf die MxA-Expression. 
10µg Gesamt-RNA unbehandelter und IL-6-behandelter Zellen wurden in einem 1 % Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Expression der analysierten Gene erfolgte mit einer 
MxA- sowie einer Aktin-spezifischen Sonde. 
 
 
Im Falle einer IL-6-Behandlung hatte dieses Zytokin durchgängig in keiner Zelllinie des 
Modellsystems einen Einfluß auf die MxA-Expression (Abb. 4.17). 1 bis zu 4 Stunden 
Behandlung führte nicht zu einer generellen Induktion des Gens ((vgl. Simon et al., 1991; 
Ronni et al., 1998)). 
Deutlich zu erkennen ist die massive Expression von MxA in E7-Zellen. Im Gegensatz dazu 
exprimierten E6- und E6/7-Keratinozyten dieses Gen nur schwach. Das entspricht der jeweils 
nachgewiesenen Proteinmenge für die einzelnen Zelllinien. 
 
Für Zervixkarzinom-Zellen ist eine Herabregulation der gp80-Untereinheit des IL-6-
Rezeptors beschrieben worden (Hess et al., 2000). Daher war es von Interesse, die 
Funktionalität des eingesetzten Interleukins auf den Zellen zu überprüfen. Ein effizientes IL-6 
„signalling“ verläuft generell über „Signal Transducer and Activator of Transcription 3“ 
(STAT-3) (Heinrich et al., 2003). Deswegen sollte die Reaktionsfähigkeit der 
immortalisierten Keratinozyten hinsichtlich der Aktivierbarkeit von STAT-3 durch IL-6 
untersucht werden. Es wurden Proteinextrakte nach Zytokinbehandlung auf die STAT-3-
Phosphorylierung überprüft. 
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Abb. 4.18 STAT-3-Phosphorylierung nach Interleukin-6-Behandlung in HPV16-positiven 
Keratinozyten. 
Analyse der Phosphorylierung von STAT-3 nach IL-6-(50ng/ml) Behandlung für 30 Minuten. 50 µg 
Kernextrakt/Spur wurde in einem 8%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis der 
phosphorylierten Form von STAT-3 erfolgte durch Verwendung eines monoklonalen phospho-
rylierungsspezifischen Antikörpers gegen STAT-3.  
 
 
 Abb. 4.18 zeigt eine deutliche Zunahme an phosphoryliertem und dadurch aktiviertem 
STAT-3-Protein nach 30 Minuten Behandlung im Zellkern. Unterschiede zwischen den 
einzelnen Zelllinien waren dabei nicht festzustellen. Der IL-6-Signaltransduktionsweg an sich 
funktioniert also in den HPV-positiven Keratinozyten und die eingesetzten Mengen 
entsprechen auch physiologischen Bedingungen. Unter diesen experimentellen Umständen 
reagierte der MxA-Promotor nicht auf IL-6. Die Unterschiede in der Expression sind also mit 




Abb. 4.19 Analyse der Induzierbarkeit von MxA nach TNF-α-Behandlung.  
10µg Gesamt-RNA von TNF-α-behandelten Zellen wurden in einem 1% Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt und mit Hilfe einer spezifischen Sonde gegen MxA analysiert. Der Ladungsabgleich 
wurde durch Nachhybridisieren desselben Filters mit einer Aktin-spezifischen Sonde dokumentiert. 
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Das Ergebnis einer Behandlung mit TNF-α ist in Abbildung 4.19 dargestellt. Daraus ist 
ersichtlich, dass eine generelle Induktion des MxA-Gens in den immortalisierten 
Keratinozyten-Zelllinien nach 8 Stunden TNF-α-Behandlung zu verzeichnen war. Jeder der 3 
Zelllinien zeigte unabhängig von der bereits vorhandenen Basisexpression eine weitere 
Erhöhung der Transkription. 2 bis 4 Stunden nach Beginn der TNF-α-Inkubation war dieser 
Effekt weder in E6 noch in E7-Onkogen-exprimierenden Keratinozyten zu erkennen. 
Da TNF-α selbst jedoch Auswirkungen auf die IFN-β-Expression hat (Mestan et al., 1986; 
Jacobsen et al., 1989) ist dieses Ergebnis vorsichtig zu interpretieren und kann auch als ein 
indirektes Ereignis aufgefasst werden. 
Dass insgesamt Typ I Interferone bei der Expression von MxA tatsächlich eine wichtige Rolle 
spielen, geht aus Abbildung 4.20 hervor. Durch exogene Gabe von IFN-β kam es bereits nach 
einer 2 stündigen Inkubation zu einem Anstieg der Transkriptmenge in E6- und E7-Zellen. 4 




Abb. 4.20 Das MxA-Gen in HPV16 Onkogen-exprimierenden Keratinozyten ist durch IFN-β 
induzierbar. 
10µg Gesamt-RNA unbehandelter und IFN-β-behandelter Zellen wurden in einem 1% Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe einer spezifischen Sonde gegen MxA hybridisiert.  
 
 
Diese beschriebene Induktion der Genexpression ließ sich auch auf Proteinebene beobachten. 
So kam es in E7- wie auch in E6-exprimierenden Keratinozyten im Vergleich zu E6/7-Zellen 
im zeitlichen Verlauf bereits früher zu einer quantitativen Erhöhung des MxA-Proteins. Aus 
Abbildung 4.21 wird deutlich, dass eine Induktion der Expression auf Proteinebene in E6/7-
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Zellen erst nach 8 Stunden erfolgte. Zu diesem Zeitpunkt lagen in E6- und in E7-Zellen, 
verglichen mit dem jeweiligen konstitutiven Wert, schon deutlich größere Mengen vor. In 
diesen beiden Zelllinien kam es 4 Stunden nach Beginn der Inkubation mit IFN-β und 
weiteren 2 Stunden nach Induktion der Genexpression zu größeren MxA-Mengen. Indessen 
hebt Abbildung 4.21 noch mal den signifikanten Unterschied innerhalb des verwendeten 
Modellsystems hervor: E7-Keratinozyten besitzen per se erheblich mehr MxA-Protein 
verglichen mit E6- und E6/7-Zellen. 
 
 
Abb. 4.21 Analyse der Induzierbarkeit von MxA durch IFN-β in HPV-positiven Keratinozyten. 
50µg zytoplasmatischer Extrakt/Spur wurden in einem 8%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. 
Es wurden die Extrakte unbehandelter Zellen, sowie zu unterschiedlichen Zeitwerten nach IFN-β 
(100U/ml) Behandlung hergestellte Extrakte im Gel analysiert. Der Filter wurde mit einem MxA-




Dass MxA tatsächlich ein IFN-sensitives Gen darstellt und nicht einfach ohne Stimulus 
konstitutiv exprimiert wird, wurde mit Hilfe einer IFN-resistenten Zelllinie getestet. Hierfür 
wurde die Kolon-Karzinomzelllinie HCT116 verwendet (Stojdl et al., 2000). Die Zellen 
wurden in konstanter Zelldichte ausgesät und für 24 Stunden mit 1000 Units IFN-β behandelt.  
In vorausgegangenen Virustitrationsassays konnte das Verhalten der HCT116-Zellen auf 
VSV beobachtet werden, wie durch Stojdl et al. bereits publiziert (Stojdl et al., 2000). Nach 
Infektion erfolgte in unbehandelten wie auch in TNF-α bzw. IFN-β-behandelten Zellen eine 
viral vermittelte Lyse. Hierbei korrelierte die Schnelligkeit des beobachteten CPE mit der 
Unfähigkeit der Zellen, eine Induktion der MxA-Expression zu initiieren (Abb. 4.22). 
Abbildung 4.22 zeigt die molekularbiologische Untersuchung von IFN-β-behandelten 
HCT116-Zellen und erklärt den beschriebenen, mikroskopisch beobachteten Befund: De facto 
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war selbst nach 24 Stunden trotz hoher IFN-β-Gaben immer noch kein MxA-Protein im 
Western-blot detektierbar.  
 
  
Abb. 4.22 Analyse der MxA-Expression nach IFN-β-Behandlung in Interferon resistenten 
HCT116-Zellen. 
50µg zytoplasmatischer Proteinextrakt von unbehandelten Zellen und von 24 Stunden lang mit IFN-β 
(1000Units/ml) behandelten Zellen wurde mit Hilfe eines 8% SDS-Polyacrylamidgels analysiert. Der 
Nachweis des MxA-Proteins erfolgte mit einem polyklonalen MxA-spezifischen Antikörper. Die 
Ladungs- und Transferkontrolle mit demselben Filter wurde unter Verwendung eines monoklonalen 
Aktin-spezifischen Antikörpers erbracht. 
 
 
Auch auf RNA-Ebene konnte eine Induktion des MxA-Gens in einem Zeitraum zwischen 1-
20 Stunden IFN-β-Behandlung nicht beobachtet werden.  
Eine Induktion der MxA-Genexpression ist also von Interferon abhängig. 
 
 
4.2 Analyse eines induzierten antiviralen Status in HeLa-Zellen 
und davon abgeleiteten somatischen Zellhybriden 
 
Um zu überprüfen, in wieweit eine durch TNF-α-vermittelte IFN-β-Expression eine Induktion 
der MxA-Expression bedingt und Resistenz gegen lytische Viren verleiht, sollte anhand eines 
anderen Modellsystems getestet werden, dass nicht konstitutiv Interferon exprimiert. Hierzu 
wurden tumorigene HeLa-Zellen und davon abgeleitete, nicht-tumorigene somatische 
Zellhybride (444) verwendet. Ein antiviraler Status ist durch exogene Gabe von IFN-β in 
beiden Zelllinien induzierbar. Das bedeutet, dass Interferon-Signaltransduktionswege in 
diesen Zellen als intakt einzustufen sind. Demgegenüber ist eine durch TNF-α-vermittelte 
Induktion des IFN-β-Gens nur in 444-Zellen möglich. Überdies korreliert diese 
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Induktionsfähigkeit durchgängig mit einer Nicht-Tumorigenität von Zellen (Bachmann et al., 
2002). Hinsichtlich einer Induzierbarkeit des antiviralen Proteins MxA ergab die Analyse 
dieser beiden Zelllinien nach IFN-β- bzw. TNF-α-Behandlung folgendes Bild: Bereits 8 
Stunden nach Behandlung war MxA auf Proteinebene in 444-Zellen nachweisbar (Abb. 4.23). 
Bachmann et al. konnte zeigen, dass eine TNF-α-vermittelte Induktion der IFN-β-
Transkription in 444-Zellen bereits nach 4 Stunden zu sehen ist. Ein antiviraler Status tritt 
jedoch erst nach 8 Stunden auf. Dieses Ergebnis stimmt mit dem gezeigten Nachweis von 
MxA-Protein nach TNF-α-Behandlung zu diesem Zeitpunkt überein (Abb. 4.23) und hebt den 
indirekten, über eine IFN-Induktion verlaufenden Einfluß von TNF-α auf die MxA-
Expression hervor. 
Da der TNF-α-vermittelte Signaltransduktionsweg hinsichtlich einer Aktivierung des IFN-β-
Gens in HeLa-Zellen nachweislich gestört ist (Bachmann et al., 2002), kam es in dieser 
Zelllinie nach TNF-α-Behandlung nicht zu einer Induktion von MxA. Doch auch hier 
vermochte eine 16 stündige Inkubation mit IFN-β einen antiviralen Status zu induzieren, an 





Abb. 4.23 Induktion der MxA-Expression in HPV 18-positiven Zellen. 
Western-blot-Analyse zytoplasmatischer Extrakte (50µg/Spur) von unbehandelten bzw. TNF-α-
behandelten(10ng/ml) oder IFN-β(10U/ml)-behandelten Zellen. Nach Elektrotransfer wurde derselbe 
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4.2.1 Analyse der IFN-κ-Expression in tumorigenen Zervixkarzinom-
Zelllinien 
 
Aufgrund der Permissivität maligner Zellen gegenüber EMCV oder VSV kann vermutet 
werden, dass diese Zellen auch nicht per se das erst kürzlich entdeckte IFN-κ synthetisieren. 
Um dies zu überprüfen, wurden Caski, SW756, sowie HeLa und 444-Zellen untersucht. 
Neben einer Analyse der unbehandelten Kontrollwerte wurden HeLa und 444-Zellen 
außerdem mit „Newcastle Disease Virus“ (NDV) und Sendai Virus (SeV) infiziert. Diese 
beiden Viren induzieren große Mengen an Typ I Interferon in infizierten Zellen. Eine 
generelle Induktion von IFN-β in HeLa und 444-Zellen anhand dieser RNA-Viren ist möglich 




Abb. 4.24 IFN-κ-Expression nach NDV oder SeV-Infektion in HPV-positiven Zellen. 
Transkriptionelle Analyse der IFN-κ-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach NDV oder SeV-
Infektion. Aus dem Gemisch der revers transkribierten cDNA-Fragmente wurden spezifisch IFN-κ 
und GAPDH als interne Kontrolle amplifiziert. 
 
In der Tat konnte IFN-κ in den getesteten tumorigenen Zervixkarzinom-Zelllinien nicht 
nachgewiesen werden. Interessanterweise war IFN-κ außerdem in tumorigenen HeLa-Zellen 
weder durch NDV noch durch Se-Virus induzierbar (Abb. 4.24). Eine Induktion des IFN-κ-
Gens konnte weder früh (3 Stunden) noch spät (24 Stunden) nach Infektion gefunden werden. 
Die Expressionsfähigkeit konnte auch nicht durch Hybridisierung mit Fibroblasten (444) 
rekonstituiert werden.  
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4.3 Untersuchung Interferon abhängiger Gene in HPV16 
exprimierenden Keratinozyten 
 
Insgesamt war auffällig, dass alle untersuchten Proteine, die in E7-Zellen deutlich stärker 
exprimiert wurden (RNaseL, PKR, MxA) zu der Familie Interferon induzierbarer Gene 
zählten. Und dies, obwohl sich die immortalisierten Keratinozyten „nur“ hinsichtlich der IFN-
κ-Expression unterschieden und doch alle drei Zelllinien IFN-β produzierten.  
Eine Möglichkeit des Beweises einer konstitutiven IFN-Expression und Signalweiterleitung 
besteht darin, IRF-7 nachzuweisen. Dieses Protein besitzt eine kurze Halbwertzeit, unterliegt 
einem hohen „Protein-Turnover“ (Sato et al., 2000) und stellt ein durch IFN in seiner 
Expression induziertes Protein dar.  Es ist als Transkriptionsfaktor in Form von Hetero-
Dimeren mit anderen IRFs (z.B. IRF-3) an der Regulation nachgeschalteter Interferon-
abhängiger Gene beteiligt (Island et al., 2002). Außerdem ist es zuständig für die 
Amplifikation eines vorherrschenden Interferonsignals. So induziert es die Expression von 
IFN-α (Marie et al., 1998; Yeow et al., 2000) und verstärkt dessen Expression nach Infektion. 
Auch IFN-β wird IRF-7-abhängig nach einer erfolgten Infektion amplifiziert (Wathelet et al., 
1998; Sato et al., 1998). Die IRF-7-Expression kann aufgrund der kurzen Halbwertzeit 
Aufschluss über mögliche Störungen in der IFN-Signaltransduktion geben. In konstitutiv 
IFN-produzierenden Zellen kann IRF-7 also als Anzeiger einer aktuellen, intakten 
Interferonproduktion und Signalweiterleitung gewertet werden. 
Als weiteres Zytokin, das einen positiven regulatorischen Einfluß auf die IRF-7-Expression 
nimmt, konnte TNF-α identifiziert werden (Lu et al., 2000; Lu et al., 2002). 
 
Um die konstitutive IRF-7-Expression in HPV16-exprimierenden Keratinozyten zu 
untersuchen und gleichzeitig einen möglichen Einfluß durch TNF-α im verwendeten System 
analysieren zu können, wurde der in Abbildung 4.25 dargestellte Versuch durchgeführt. 
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Abb. 4.25 Analyse der IRF-7-Proteinmengen in HPV16-positiven Keratinozyten.  
50µg Kernextrakt wurden in einem 8% SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Der Filter wurde 
mit spezifischem Antikörper gegen IRF-7 inkubiert. Der Abgleich der Ladung und des Transfers 
wurde durch Nachinkubation mittels eines Aktin-spezifischen Antikörpers dokumentiert.   
 
 
Auch in diesem Fall konnte eine signifikant stärkere Basis-Expression von IRF-7 in durch E7-
immortalisierten Keratinozyten nachgewiesen werden. Bereits 1 Stunde nach Beginn der 
Inkubation mit TNF-α war eine Induktion in E7-Zellen deutlich zu sehen. In E6-
Keratinozyten fiel eine Induktion vergleichsweise schwach aus und war in E6/7-Zellen gar 
nicht nachweisbar. Die beobachteten größeren IRF-7-Proteinmengen hielten bis zu 16 
Stunden bei Behandlung mit TNF-α in E6- und E7-Zellen an.  
Generell weisen die größeren IRF-7-Mengen auf eine höhere IFN-Produktion (Typ I). Dieses 
Ergebnis stimmt mit der untersuchten IFN-κ-Expression und einem daraus resultierenden 
verbesserten antiviralen Status in E7-Zellen überein. Die fehlende Induktion der Expression 
von IRF-7 durch TNF-α könnte auf eine mögliche Störung der Signaltransduktion in E6- und 
E6/7-Zellen hinweisen. Interessanterweise ist ein ähnlicher Defekt der TNF-α-vermittelten 
Induktion von IRF-1 in tumorigenen Zervixkarzinom-Zelllinien bereits festgestellt worden 
(Bachmann et al., 2002). In diesem Zusammenhang war es von Interesse, den TNF-α-
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4.4 Untersuchung der TNF-α-Signaltransduktion  
 
Der Transkriptionsfaktor NFκB spielt in zahlreichen Immunreaktionen eine wichtige Rolle. 
Er kann durch verschiedene Zytokine bzw. durch virale oder bakterielle Infektionen induziert 
werden (Übersichtsartikel Liou und Baltimore, 1993). Bei einer intakten, TNF-α-vermittelten 
Signaltransduktion wird über eine aktivierte Kinase das als inhibitorische Untereinheit 
bekannte Substrat IκBα phosphoryliert und durch das Proteosom abgebaut (Baeuerle, 1991). 
In unstimulierten Zellen liegt der Faktor NFκB, bestehend aus den Proteinen p65 und p105 im 
Zytoplasma vor (Beg und Baldwin, 1993). Bei einer durch TNF-α-vermittelten Degradation 
von IκB kommt es zur Spaltung von p105. Die daraus resultierende Untereinheit p50 
transloziert nun zusammen mit p65 als NFκB in den Zellkern und dient zur Aktivierung 
nachgeschalteter Gene (Baeuerle, 1991). Das IFN-β-Gen besitzt neben weiteren 
Bindungsstellen für andere Transkriptionsfaktoren eine NFκB-Konsensussequenz im 
Promotor (Chen et al., 1999). 
 
Zunächst wurde die IκBα-Degradation in TNF-α-behandelten Zellextrakten mit Hilfe von 
Western-blots analysiert. Sie gilt als Maß einer generellen Antwort auf TNF-α und somit für 






Abb. 4.26 Western-blot-Analyse der IκBα-Degradation nach TNF-α-Behandlung in HPV16-
positiven Keratinozyten. 
30µg/Spur zytoplasmatischen Proteins TNF-α-behandelter Zellen wurden in einem 8 % SDS-PAGE 
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Analyse der aufgeführten Proteine erfolgte mit Hilfe eines 
polyklonalen Antikörpers gegen IκBα.  
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Wie aus Abb. 4.26 ersichtlich, ergaben sich für die IκBα-Degradation im verwendeten 
Zellsystem keine nennenswerten Unterschiede. 30 Minuten nach TNF-α-Gabe erfolgte eine 
Degradation von IκBα in allen 3 Zelllinien. Die immortalisierten Keratinozyten sind 
onkogenunabhängig in der Lage, ein TNF-α-Signal in die Zelle weiterzuleiten.  
Mit Hilfe eines  Elektromobilitätsshift-Assays sollte nun die Bindung von aktiviertem NFκB 
an spezifische Erkennungssequenzen in den Promotoren abhängiger Gene untersucht werden. 
Die Bandshift-Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Anastasia Bachmann durchgeführt. 
Hierbei ergab sich folgendes Bild unter Verwendung der PRDII-Region aus dem IFN-β-
Promotor (Abb. 4.27): 
 
 
Abb. 4.27 NFκB ist durch TNF-α in den immortalisierten Keratinozyten nicht unterschiedlich 
reguliert. 
Die Zellen wurden  mit 10ng/ml TNF-α für 1 Stunde inkubiert. Es wurden jeweils 5µg Kernextrakt in 
die Bandshift-Analysen mit dem PRDII-Oligonukleotid eingesetzt. Der Pfeil markiert die spezifische 
Bande des gebundenen NFκB-Komplexes an die PRDII-Region aus dem IFN-β-Gen. Der Nachweis 
der spezifischen Untereinheiten p65 und p50 erfolgte durch Präinkubation mit dem jeweils 





In den unbehandelten Kontrollen zeigte sich kaum Bindung an das radioaktiv markierte 
Oligonukleotid, wohingegen 1 Stunde nach TNF-α-Gabe in allen 3 Zelllinien eine verstärkte 
Bindung von NFκB an die PRDII-Region zu beobachten war (Abb. 4.27). Der gebundene 
Komplex besteht aus den Untereinheiten p65 und p50, wie durch die Verwendung der 
spezifischen Antikörper gezeigt werden konnte. Sowohl bei Gebrauch des p50 wie auch unter 
Verwendung des p65-spezifischen Antikörpers kam es unabhängig von der untersuchten 
Zelllinie zu einer Retardierung des gebundenen Komplexes im Gel. Dabei zeigten E6- und 
E6/7-Zellen eine etwas stärkere Bindung an die PRDII-Region bei Verwendung von p50-
spezifischen Antikörpern. Unterschiede im Bindungsverhalten an p65-spezifische Antikörper 
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konnten nicht festgestellt werden. Insgesamt ist der NFκB-Signaltransduktionsweg im 
verwendeten Zellsystem also als intakt einzustufen.  
 
Eine weitere Möglichkeit einer fehlerhaften Regulation der NFκB-Signaltransduktion besteht 
in einem Unvermögen TNF-α-behandelter Zellen, IRF-1 zu aktivieren. Dies hat sich jedoch 
als notwendige Bedingung für eine TNF-α-induzierte Induktion des IFN-β-Gens 
herausgestellt (Bachmann et al., 2002). Tumorigene Zervixkarzinom-Zelllinien sind dazu 
nicht mehr in der Lage.  
Ob eine Induktion der IRF-1-Expression nach TNF-α-Behandlung in den HPV-positiven 





Abb. 4.28 Analyse der Induzierbarkeit von IRF-1 in HPV16-positiven Zellen. 
A 5µg Gesamt-RNA von TNF-α-behandelten Zellen wurde mit Hilfe eines 1 % Agarosegels elektro-
phoretisch aufgetrennt und mit einer IRF-1-spezifischen Sonde hybridisiert.  
B 50µg Nuklearextrakt/Spur wurden mit Hilfe eines 8 % SDS-PAGE aufgetrennt. Der Filter wurde 
mit einem IRF-1-spezifischen, polyklonalen Antikörper inkubiert.  
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Auch in diesem Fall, wie bereits für IFN-induzierbare Gene gezeigt werden konnte, wurde 
IRF-1 schon konstitutiv in E7-Zellen stärker exprimiert (Abb. 4.28A). 1 Stunde nach TNF-α-
Behandlung kam es in E7-exprimierenden Keratinozyten zu einem deutlichen Anstieg der 
Transkriptmenge, die in E6-Zellen schwächer und in E6/7-Zellen wiederum signifikant 
reduziert ausfiel. Auf Proteinebene konnten diese Unterschiede reproduziert werden. So 
wiesen E7-Zellen insgesamt erheblich mehr IRF-1-Protein auf als E6-Zellen und diese 
wiederum deutlich mehr als E6/7-Zellen (Abb. 4.28B). Insgesamt ließ sich feststellen, dass 
IRF-1 in allen 3 Zelllinien induzierbar war und dass der durch TNF-α-vermittelte 
Signaltransduktionsweg sowohl in Richtung NFκB wie auch in Richtung IRF-1-Induktion 
intakt ist. 
Anhand dieses Ergebnisses würde man in E7-Zellen auf eine stärkere Induktion des IFN-β-
Gens nach TNF-α-Behandlung schließen. Das ist nicht der Fall. Die IFN-β-Expression zeigte 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien (Abb. 4.15).  
Ein weiterer wichtiger Faktor in der TNF-α-induzierten Amplifikation eines Interferonsignals 
ist der Transkriptionsfaktor p48. Als „Interferon-Regulatory-Factor-9“ (IRF-9/ISGF-3γ) 
bindet er an aktivierte STAT1/STAT2 Hetero- oder STAT1-Homodimere. Dieser, als ISGF3 
(STAT1/STAT2/p48) bezeichnete Transkriptionsfaktor bindet dann an IRE-(„Interferon 
Responsive Elements“)-Elemente und aktiviert Interferon-abhängige Gene in ihrer Expression 
(zur Übersicht: Bluyssen et al., 1996). Dazu gehören die wichtigen Mitglieder der IRFs, allen 
voran IRF-7, und die Gene von Proteinen, die an der antiviralen Wirkung beteiligt sind, wie 
z.B. RNaseL, MxA und  PKR. Der Faktor p48 ist für eine Interferonsignaltransduktion 
essentiell (Nakaya et al., 2001).  
Anhand der vorgestellten Daten, sollte p48 auch in den Keratinozyten-Zelllinien 
unterschiedlich exprimiert sein. Zu erwarten wären einerseits größere Mengen des Proteins in 
E7-Zellen und eine generell höhere Expressionsrate des p48-Gens, wenn der IFN-
Signaltransduktionsweg in diesen Zellen tatsächlich effizienter funktioniert. Andererseits ist 
gerade eine Bindung, Inaktivierung und Verhinderung der Translokation von p48 durch E7 
beschrieben worden (Barnard und McMillan, 1999). 
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Abb. 4.29 Analyse der p48-Expression in HPV16-exprimierenden Keratinozyten  
A 5µg Gesamt-RNA, unbehandelter und TNF-α-behandelter Zellen wurde mit Hilfe eines 1 % 
Agarosegels elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer p48-spezifischen Sonde hybridisiert.  
B Western-blot Analyse von 50µg Nuklearextrakt mit Hilfe eines 8 % SDS-PAGE. Es wurde mit 




Abbildung 4.29 zeigt die p48-Expression in den immortalisierten Keratinozyten. Aus dieser 
ist eine ähnliche Situation, wie für das IRF-7-Protein bereits beschrieben wurde, ersichtlich. 
E7-Zellen wiesen konstitutiv größere Transkriptmengen von p48 auf als E6-exprimierende 
Zellen. Durch eine Behandlung der Zellen mit TNF-α konnte eine leichte Induktion der p48-
Genexpression nur in E6- und E6/7-Zellen festgestellt werden, wohingegen die Menge an 
RNA in E7-Zellen offensichtlich unverändert blieb. Dieses Ergebnis konnte für E7-Zellen auf 
Proteinebene reproduziert werden. Auch die konstitutiven p48-Proteinmengen stimmen mit 
den detektierten RNA-Mengen in den immortalisierten Keratinozyten überein. Der Nachweis 
von exprimiertem p48-Protein im Zellkern ist in Übereinstimmung mit bereits publizierten 
Daten (Köster und Hauser, 1999).  Aus Abbildung 4.29 geht außerdem eindeutig hervor, dass 
eine Translokation von p48 in den Zellkern in Anwesenheit von E7 nicht verhindert wird (vgl. 
Barnard und McMillan, 1999).  
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5. DISKUSSION 
5.1 Interferone und HPV-Onkogen-Expression: E6 als 
dominanter Faktor 
 
Im Rahmen von Voruntersuchungen konnte die Bedeutung einer Zytokin-vermittelten 
endogenen Interferon-Produktion aufgezeigt werden (Bachmann et al., 2002). Dabei wurde 
demonstriert, dass nur Zellen mit einem nicht-tumorigenen Phänotyp in der Lage sind, IFN-β 
auf einen TNF-α-Stimulus hin zu bilden. Tumorigene Zervixkarzinom-Zelllinien haben diese 
Fähigkeit verloren. Im Gegensatz dazu sind HPV-positive Tumorzellen jedoch in der Lage, 
auf exogenes Interferon mit der Ausbildung eines antiviralen Status zu reagieren (Bachmann 
et al., 2002). Diese Beobachtung ist konträr zu bislang publizierten Daten, nach denen die 
Onkoproteine von HPV den IFN-Signaltransduktionsweg stören (Ronco et al., 1998; Li et al., 
1999; Barnard und McMillan, 1999; Barnard et al., 2000; Perea et al., 2000; Park et al., 
2000). 
Es war daher von großem Interesse, den Einfluß der individuellen Onkogene von HPV 
sowohl auf die IFN-Signaltransduktion als auch auf die TNF-α-Signalweiterleitung zu 
untersuchen. 
Als Modellsystem wurden hierfür immortalisierte humane Vorhaut-Keratinozyten verwendet, 
die die Onkogene von HPV16 E6 oder E7 oder E6/7 exprimieren (Aguilar-Lemarroy et al., 
2002) (Abb. 4.1). Intraepitheliale Neoplasien des Grades III (zur Hausen, 1996) stellen einen 
mit E6/7-Zellen vergleichbaren in-vivo-Phänotyp dar, der durch Verlust des regulierenden 
E2-Proteins und daraus resultierender Überexpression der Onkogene gekennzeichnet ist. Mit 
Hilfe dieses Modellsystems besteht also die Möglichkeit, den Einfluß eines einzelnen 
Onkogens auf die IFN-Signaltransduktion zu untersuchen  und die Bedeutung der Onkogen-
Expression in einem nicht-malignen System zu analysieren. 
Auf die Frage, welcher Phänotyp für welches der exprimierten Onkogene dominant oder 
rezessiv ist, kann mit Hilfe dieses Modellsystems ebenso eingegangen werden. Ein weiterer 
Vorteil der verwendeten Zellen besteht in der Tatsache, dass es sich um die natürlichen 
Wirtszellen von HPV handelt (Howley und Schlegel, 1988).  
Die sensitivste Methode, den IFN-Signaltransduktionsweg zu untersuchen, besteht in der 
Analyse der viralen Resistenz. Hierbei wurden lytische, IFN-sensitive (EMCV/VSV) bzw. 
lysogene, IFN-induzierende Viren (NDV/SeV) verwendet. Eine Behandlung der Zellen mit 
TNF-α und IFN-β erlaubte es, den Einfluß der Onkogene auf die Signaltransduktion genauer 
zu definieren.  
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Dabei zeigte sich, dass es durch Expression des Onkogens E6 von HPV16 zu einer 
verstärkten viralen Replikation in den Zellen kam, die sich von einer gegenüber primären 
Keratinozyten verminderten IFN-κ-Expression ableiten ließ und durch geringe Mengen oder 
durch Abwesenheit antiviral wirkender Proteine, wie RNaseL, PKR oder MxA, nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 4.9, 4.10, 4.11, 4.13, 4.16). Bemerkenswert dabei war, dass sich das 




5.2 Sensitivität HPV16-positiver Keratinozyten gegenüber 
EMCV-Infektion 
 
Für die Ausbildung antiviraler Mechanismen sind Interferone entscheidend (Pestka et al., 
1987). Besondere Bedeutung kommt dabei den Typ I Interferonen zu, wobei IFN-β eine 
größere antivirale Aktivität entfaltet als IFN-α (Koromilas et al., 2001). 
Eine mögliche konstitutive Expression von IFN der Zellen des Modellsystems wurde mit 
Hilfe von Indikatorviren (EMCV/VSV) untersucht. Diese zeigen einen IFN-vermittelten 
antiviralen Status durch eine Resistenz infizierter Zellen an. Im Falle von EMCV reichen 
dabei bereits kleinste Mengen von IFN-β aus (Kumar et al., 1988; Bachmann et al., 2002). 
Nach Infektion der immortalisierten Keratinozyten mit EMCV konnte in keiner der 3 
Zelllinien ein zytopathischer Effekt (CPE) beobachtet werden (Abb. 4.2), wohingegen eine 
Infektion von HeLa-Zellen zu einer Lyse führte. Dieses divergierende Verhalten konnte durch 
Unterschiede in der IFN-β-Expression erklärt werden. So zeigten die immortalisierten 
Keratinozyten eine Transkription des IFN-β-Gens (Abb. 4.3), tumorigene Zervixkarzinom-
Zelllinien jedoch nicht  (Bachmann et al., 2002).  
Es konnte also zwischen antiviralem Status und IFN-β-Expression eine Korrelation aufgezeigt 
werden, die die biologische Aktivität des detektierten IFN-β bestätigte (Abb. 4.2). Ein Grund, 
warum in konditionierten Medien der Zellen keine nachweisbaren Mengen enthalten waren, 
könnte darin bestehen, dass es sich im Falle der Interferone um Heparin bindende Moleküle 
handelt, die an der Außenseite extrazellulärer Membranen festgehalten werden, um zunächst 
autokrin ihre Wirkungsweise zu entfalten (Nardelli et al., 2002).  Auf diese Weise wird eine 
lokal höhere Konzentration an Interferonen erreicht, die eine bessere Rezeptorbindung 
ermöglicht. Demnach sollte eine Detektion von Interferonen in Zellüberständen erst bei 
größeren Mengen, wie z.B. nach Virus-Infektion oder zellulärer Differenzierung möglich 
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sein. Diese Annahme steht in Übereinstimmung mit bereits publizierten Daten (Fujisawa et 
al., 1997; Bielenberg et al., 1998). 
Eine fehlende Infektiosität der immortalisierten Keratinozyten konnte durch die Analyse der 
Replikation von EMCV in den Zellen ausgeschlossen werden (Abb. 4.4). Hierbei zeigte sich, 
dass die virale Transkription onkogenspezifisch inhibiert wurde. Während in E6- und E6/7-
Zellen eine Zunahme der Replikation von EMCV beobachtet wurde, konnte für E7-
Keratinozyten sehr schnell nach Infektion eine Reduktion viraler RNA verzeichnet werden. 
Dies ließ auf bereits aktivierte, antivirale Mechanismen schließen. In der Tat konnte ein 
Zusammenhang zwischen onkogenspezifischem Block der EMCV-Replikation und RNaseL-
Proteinmengen in E7-Zellen hergestellt werden (Abb. 4.9). 
  
Im Vermehrungszyklus von EMCV kommt es durch das notwendige Umschreiben des 
infektiösen Plusstranges in den für die Replikation wichtigen Minusstrang zu einem 
Zwischenschritt, in dem die virale RNA doppelsträngig vorliegt (Rueckert, 1996). Durch 
solche dsRNAs werden eine Vielzahl von antiviralen Enzymen aktiviert. Eines davon ist das 
OAS/RNaseL-System, wobei die EMCV-Replikation durch die aktivierte RNaseL sehr 
spezifisch inhibiert wird (Chebath et al., 1987; Rysiecki et al., 1989; Coccia et al., 1990). 
Ein effizienter Abbau viraler RNA wird in direktem Zusammenhang mit der exprimierten 
Menge an RNaseL-Protein gebracht. Außerdem ist eine Induktion der enzymatischen 
Aktivität der RNaseL zu einem frühen Zeitpunkt im viralen Vermehrungszyklus beschrieben 
worden (Li et al., 1998).  
In der Tat zeigten E7-Zellen signifikant größere Mengen an RNaseL-Protein im Vergleich zu 
E6- und E6/7-Zellen (Abb. 4.9). Ebenso konnte eine Reduktion viraler RNA bereits 1 Stunde 
nach Infektion beobachtet werden (Abb. 4.6). Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit 
bereits publizierten Daten und zeigt eine klare Korrelation zwischen RNaseL-Expression und 
Protektion gegenüber EMCV-vermittelter Lyse. Der Abbau der viralen RNA in E7-
Keratinozyten kann mit Hilfe großer RNaseL-Proteinmengen erklärt werden. 
 
Eine direkte Abhängigkeit der RNaseL-Aktivität von Interferonen wird in der Literatur 
beschrieben (Samuel, 2001). Danach kommt es in Abwesenheit von IFN bereits 6 Stunden 
nach einer viralen Infektion zur Aktivierung eines spezifischen Inhibitors, der die Aktivität 
der RNaseL drosselt (Li et al., 1998). Dieses Phänomen könnte für den Anstieg der viralen 
RNA nach 16 und 41 Stunden in E6- und E6/7-Zellen ausschlaggebend sein (Abb. 4.6), da 
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diese beiden Zelllinien im Gegensatz zu primären Keratinozyten eine verminderte IFN-κ-
Expression aufweisen (IFN-κ siehe Kapitel 5.3).  
Obwohl die RNaseL im Kontext IFN-induzierbarer Gene genannt wird (Samuel, 2001), führte 
eine Behandlung der immortalisierten Keratinozyten mit IFN-β nicht zu einer Induktion auf 
Proteinebene (Abb. 4.9B). Doch auch dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit bereits 
publizierten Daten und der Beobachtung, dass es nach IFN-Behandlung zu einer maximal 2,2 
fachen Zunahme der RNaseL-Transkription kommt (Rusch et al., 2000). 
Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass IFN-κ im Gegensatz zu IFN-β einen deutlicheren 
Effekt auf die RNaseL-Expression ausübt. Denn obwohl Typ I Interferone denselben 
Rezeptor (IFNAR) benutzen und eine Unterscheidung der Wirkungsspektren der 
verschiedenen Interferone dadurch erschwert wird, gibt es Hinweise darauf, dass die 
intrazelluläre Signaltransduktion getrennt voneinander verläuft. Biologische Effekte der 
Interferon-Subtypen können stark variieren (Runkel et al., 1998; Hibbert und Foster, 1999). 
IFN-β und -κ könnten demnach, wie bereits für einzelne α-Subtypen gezeigt (Foster et al., 
1996), durchaus auch unterschiedliche Wirkungen haben. So weist IFN-β neben antiviralen 
auch Wachstums-inhibierende und antitumorale Eigenschaften auf (Stark et al., 1998; Kaynor 
et al., 2002), wohingegen für IFN-κ bislang nur Virus-hemmende Funktionen nachgewiesen 
werden konnten (LaFleur et al., 2001). Es wäre also durchaus denkbar, dass die RNaseL zu 
den durch IFN-κ induzierbaren Genen zählt und nicht oder nur minimal durch IFN-β aktiviert 
werden kann. Diese Hypothese würde eine Erklärung für die unterschiedlichen 
Expressionsprofile der RNaseL im Modellsystem bieten. 
 
 
5.2.1 Induktion der IFN-β-Expression nach EMCV-Infektion 
 
Interferone werden durch virale Infektionen induziert (Taniguchi und Takaoka, 2001). Dabei 
ist der Transkriptionsfaktor IRF-3 für eine viral induzierte Expression des IFN-β-Gens 
entscheidend (Yoneyama et al., 1998; Noah et al., 1999). IRF-3 wird konstitutiv in den Zellen 
exprimiert und indirekt nach Bindung von dsRNA an TLR-3 aktiviert (Fitzgerald et al., 
2003). Das Onkoprotein E6 von HPV16 soll allerdings direkt an IRF-3 binden und dessen 
Translokation in den Zellkern verhindern (Ronco et al., 1998). Eine solche Interaktion hätte 
eine Hemmung der viral induzierten IFN-β-Synthese zur Folge. 
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Die Analyse der IFN-β-Expression nach EMCV-Infektion bestätigte diesen Befund jedoch 
nicht. Vielmehr machte sie deutlich, dass eine Induktion der IFN-β-Genexpression in E6- und 
E6/7-Zellen wie auch in primären Keratinozyten stattfand und nachgewiesen werden konnte 
(Abb. 4.7). Aus diesem Vergleich zwischen Onkogen-exprimierenden Zellen und primären 
Keratinozyten konnte gefolgert werden, dass die Anwesenheit des E6-Onkoproteins eine viral 
induzierte IFN-β-Genexpression nicht störte. Aktivierung, Dimerisierung und Translokation 
von IRF-3 in den Zellkern konnten nachgewiesen werden (Abb. 4.8).  
Aus diesen Daten geht eindeutig hervor, dass das Onkoprotein E6 von HPV16 eine 
Aktivierung und Dimerisierung von IRF-3 nicht inhibiert. Ebenso wenig kann auf eine 
Störung der Translokation in den Zellkern geschlossen werden.  
Als mögliche Erklärung für die Ursache der vorliegenden Diskrepanz zwischen eigenen und 
bereits publizierten Ergebnissen (Koromilas et al., 2001) kann die Tatsache angeführt werden, 
dass es sich bei den veröffentlichten Daten um transiente Kotransfektions- und 
Überexpressions-Studien in heterologen Zellsystemen handelt, die keine Aussage über eine 
mögliche physiologische Relevanz zulassen.    
  
 
5.3 Zur Rolle von IFN-κ bei VSV-Infektion in HPV16-positiven 
Keratinozyten 
 
VSV ist ebenso wie EMCV ein Indikatorvirus für einen antiviralen Status von Zellen. 
Allerdings bedarf es zur Ausbildung eines Schutzes gegen VSV vergleichsweise größerer 
Mengen an Interferon, wie in Vorversuchen zu Protektionsanalysen festgestellt wurde (eigene 
Beobachtung; Bachmann et al., 2002).  
Ein Onkogen-spezifischer Einfluß der viralen Replikation konnte nach VSV-Infektion ebenso 
wie nach EMCV-Infektion in den immortalisierten Keratinozyten beobachtet werden (Abb. 
4.11). Hierbei zeigten die E6/7-Zellen bereits nach 24 Stunden einen CPE, E6-Zellen nach 30 
Stunden und E7-Zellen waren resistent gegenüber einer viral-induzierten Lyse (Abb. 4.11). 
Auch der Einsatz neutralisierender Antikörper gegen IFN-β (Abb. 4.12) verminderte diese 
Resistenz nicht. 
Die Expressionsanalyse des erst kürzlich entdeckten IFN-κ (LaFleur et al., 2001), das 
vorwiegend in Keratinozyten vorkommt, zeigte dagegen eine klare Korrelation zwischen 
Expressionrate und viraler Resistenz (Abb. 4.13). IFN-κ gehört zur Gruppe der Typ I 
Interferone und benutzt ebenso wie IFN-α oder IFN-β den IFNAR-Rezeptor. Antivirale 
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Eigenschaften konnten für dieses Interferon bereits nachgewiesen werden (LaFleur et al., 
2001, Nardelli et al., 2002).  
Interessanterweise wies genau diejenige Zelllinie die geringste Expression des IFN-κ-Gens 
auf, die nach VSV-Infektion am schnellsten einen zytopathischen Effekt ausbildete (E6/7). 
Die Resistenz gegen VSV korrelierte demgegenüber in primären Zellen und E7-Keratinozyten 
mit einer starken IFN-κ-Genexpression (Abb. 4.11 und 4.13). 
Diese Daten warfen die Fragen nach den durch IFN-κ-vermittelten antiviralen Mechanismen 
auf und danach, wie es zu den beobachteten Unterschieden in der IFN-κ-Expression der 
immortalisierten Keratinozyten kam. Durch fortgeführte Expressionsanalysen wurden diese 
Sachverhalte weiter untersucht. 
Es ist bislang nicht vollständig bekannt, wie das IFN-κ-Gen reguliert wird. Da es zu den Typ I 
Interferonen gehört, ist ein Einfluß der IRFs auf die Promotorregion anzunehmen. In der Tat 
sind 3 ISRE-Erkennungssequenzen beschrieben (LaFleur et al., 2001). Eine mögliche 
Induzierbarkeit durch TNF-α, wie im Falle von IFN-β belegt (Mestan et al., 1986; Jacobsen et 
al., 1989; Bachmann et al., 2002), wurde untersucht. So führte eine 8-16 stündige Inkubation 
der E6 und E6/7-Zellen mit TNF-α zu einer leichten Zunahme der IFN-κ-Genexpression 
(Abb. 4.14). Inwieweit dieser Effekt tatsächlich auf das verwendete Zytokin selber 
zurückzuführen ist oder auch auf einer indirekten Induktion anderer Zytokine wie z. B. IFN-β 
beruht, konnte in diesem Modellsystem nicht klargestellt werden.  
Was hingegen jedoch deutlich aufgezeigt werden konnte, war eine Korrelation zwischen 
viraler Resistenz und großen Mengen an MxA-Protein, das die Replikation von VSV 
spezifisch inhibiert (Schwemmle et al., 1995). Des Weiteren ergab die genaue Analyse eine 
E6-abhängige signifikante Reduktion der  MxA-Basisexpression (Abb. 4.16), die wiederum 
mit einer Zunahme der Permissivität in Übereinstimmung gebracht werden konnte.  
Für das MxA-Protein ist eine inhibitorische Wirkung auf die Replikation zahlreicher Viren 
beschrieben. In Anwesenheit dieses zytoplasmatischen Proteins kommt es zur 
Hyperphosphorylierung des P-Proteins von VSV. Dies hat eine Reduktion der 
Vermehrungsrate des Virus zur Folge (Schuster et al., 1996). 
Auf das beobachtete Phänomen des verminderten antiviralen Status in E6- und E6/7-Zellen 
wurde nach diesem Befund durch Analyse der Regulation der MxA-Expression näher 
eingegangen, ebenso wie durch Untersuchungen von Faktoren der IFN- wie auch der TNF-α-
vermittelten Signaltransduktion.  
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5.3.1 MxA-Expression und antivirale Resistenz in HPV-positiven 
Keratinozyten 
 
Anhand der IFN-resistenten Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 konnte die Bedeutung des 
MxA-Proteins gegenüber einer VSV-induzierten Lyse gezeigt werden. Eine VSV-Infektion 
dieser Zellen geht mit einem starken CPE einher (Stojdl et al., 2000). Eine Transkription des 
MxA-Gens ist weder auf RNA- noch auf Proteinebene nachweisbar (Abb. 4.22). Es konnte 
also gezeigt werden, dass die MxA-Genexpression einer strengen Kontrolle unterliegt, die 
eine konstitutive Transkription nicht ermöglicht. Auch dieses Ergebnis zeigt, dass es sich 
zweifelsfrei um ein durch Interferon induzierbares Gen handelt. Ohne einen IFN-Stimulus ist 
die Expression von MxA generell nicht möglich (Abb. 4.22).  
 
Der MxA-Promotor enthält Bindungssequenzen für ISGF-3 und NFκB-Transkriptions-
faktoren (Nakade et al., 1997; Ronni et al., 1998). Außerdem wurde eine IL-6 „responsive 
site“ gefunden (Simon et al., 1991; Ronni et al., 1998). Die Analyse der Funktionalität dieser 
regulativen Sequenzen durch Einsatz von IFN-β, TNF-α und IL-6 sollte Aufschluss über das 
Expressionsverhalten von MxA in den immortalisierten Keratinozyten geben. 
Durch IL-6-Behandlung wurde kein Effekt auf die MxA-Expression festgestellt (Abb. 4.17). 
Durch Überprüfen der STAT-3-Phosporylierung konnte eine Unempfindlichkeit der Zellen 
gegenüber IL-6 ausgeschlossen werden (Abb. 4.18). Das entspricht auch den bisher 
veröffentlichten Daten, in denen eine Herabregulation der gp80-Untereinheit des Rezeptors 
nur in tumorigenen Zervixkarzinomzellen beobachtet werden konnte, nicht jedoch in 
prämalignen HPV-positiven Keratinozyten (Hess et al., 2000). Ein regulatorischer Effekt von 
IL-6 auf die Promotorregion des MxA-Gens kann demnach ausgeschlossen werden. 
Eine Behandlung mit TNF-α hingegen hatte eine generelle, leichte Induktion der MxA-
Expression zur Folge (Abb. 4.19). In bisherigen Publikationen konnte dieser Effekt nicht 
beobachtet (Ronni et al., 1998) oder mit Hilfe neutralisierender Antikörper gegen IFN-α/β 
aufgehoben werden (Simon et al., 1991). Das würde bedeuten, dass eine TNF-α-vermittelte 
Induktion von IFN-β für die verstärkte MxA-Expression verantwortlich ist. 
Anhand bereits publizierter Daten und eigener Untersuchungen kann also die 
Schlussfolgerung gezogen werden, dass TNF-α nur indirekt über eine Induktion von 
endogenem IFN eine MxA-Expression bewirken kann.  
So ist auch der zeitliche Unterschied zu einer transkriptionellen Aktivierung des MxA-Gens 
durch IFN-β bemerkenswert. Während einer Inkubation der Zellen mit IFN-β kommt es 
bereits 2 Stunden nach Beginn zu einem deutlichen Anstieg der Transkriptmenge in allen 3 
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Zelllinien (Abb. 4.20). Im Gegensatz dazu verursacht die Behandlung mit TNF-α nur einen 
geringen Anstieg nach 8 Stunden (Abb. 4.19). Diese vergleichsweise verzögerte Induktion 
durch TNF-α-Behandlung deutet ebenfalls auf eine mittelbare Wirkungsweise hin.  
Anhand der vorliegenden Daten (Abb. 4.20, 4.21 und 4.22) kann das MxA-Gen in seiner 
Eigenschaft als ein durch IFN-induzierbares Gen eindeutig bestätigt werden. Die im 
Modellsystem gefundenen Unterschiede in der MxA-Genexpression können nicht durch den 
Einfluß anderer Zytokine erklärt werden. Da sich das IFN-β-Expressionsprofil der 
immortalisierten Keratinozyten nicht unterscheidet, muß demnach auf den positiv 
regulierenden Einfluß von IFN-κ geschlossen werden. 
 
 
5.4 Antiviraler Status in tumorigenen HPV-positiven Zellen 
 
Im Gegensatz zu HCT116-Zellen sind Zervixkarzinom-Zelllinien durchaus noch in der Lage 
auf exogen-supplementiertes IFN mit der Ausbildung eines antiviralen Status zu antworten 
(Bachmann et al., 2002). Dass dieser antivirale Zustand die Expression von MxA beinhaltet 
und möglicherweise vor einer VSV-induzierten Lyse schützt, wurde unter Verwendung von 
tumorigenen HeLa-Zellen und nicht-tumorigenen davon abgeleiteten somatischen 
Zellhybriden (444-Zellen) untersucht. In der Tat war eine Induktion der MxA-Expression in 
HeLa- und 444-Zellen durch IFN-β auf Proteinebene nachweisbar (Abb. 4.23). Im Gegensatz 
dazu konnte MxA nach einer TNF-α-Behandlung jedoch nur in 444-Zellen detektiert werden, 
da in tumorigenen HPV-positiven Zellen eine endogene Induktion von IFN-β durch TNF-α 
nicht erfolgt (Bachmann et al., 2002). 
Ein möglicher Zusammenhang zwischen IFN-κ- und MxA-Expression konnte mit Hilfe 
dieses Modellsystems nicht untersucht werden, da rekombinantes IFN-κ zum Zeitpunkt der 
Ausfertigung der Arbeit noch nicht kommerziell verfügbar war und tumorigene 
Zervixkarzinom-Zelllinien auch nicht nach Infektion mit IFN-induzierenden Viren IFN-κ 
exprimierten (Abb. 4.24).  
Eine Infektion mit SeV oder NDV führt allerdings in HeLa-Zellen über Aktivierung wichtiger 
Komponenten der IFN-Signaltransduktion (IRF-3, IRF-1, p48) zur Induktion des IFN-β-Gens 
sowie von zahlreichen IFN-α-Genen (Bachmann et al., nicht publiziert). Warum mit Hilfe 
dieser aktivierten Transkriptionsfaktoren ein weiteres Typ I IFN, IFN-κ, nach Infektion nicht 
induziert werden kann, ist zu diesem Zeitpunkt des Kenntnisstandes über IFN-κ noch nicht 
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erklärbar. Hier könnten eventuell Promotoranalysen des IFN-κ-Gens weiteren Aufschluss 
geben.  
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass es innerhalb der durch HPV-vermittelten 
Karzinogenese zu einer Hemmung der konstitutiven IFN-κ-Expression kommt. Aufgrund der 
mit Hilfe der immortalisierten Keratinozyten gewonnenen Ergebnisse lässt sich vermuten, 
dass dieser Effekt durch Anwesenheit des Onkogens E6 vermittelt wird, wobei sich E6 
gegenüber E7 zur Ausbildung dieses Phänotyps dominant verhält. 
 
 
5.5 IFN-abhängige Gene in HPV16-positiven Keratinozyten 
 
Die Untersuchung IFN-abhängiger Gene hatte gezeigt, dass der im Vergleich mit anderen 
Zellen des Modellsystems ausgeprägtere antivirale Status der E7-Keratinozyten mit einer 
verstärkten Expression von RNaseL, PKR und MxA sowie mit einer stärkeren IFN-κ-
Genexpression korrelierte. Dies deutete entweder auf eine Onkogen-abhängige Störung 
innerhalb der IFN-Signalweiterleitung hin oder auf eine direkte Hemmung bei der 
Transkription des IFN-κ-Gens in E6-exprimierenden Keratinozyten. Zur Überprüfung der 
Intaktheit der IFN-Signaltransduktion wurde die IRF-7-Expression in den Zellen untersucht. 
Der Transkriptionsfaktor IRF-7 stellt ein durch IFN-induzierbares Gen dar. Aufgrund der 
kurzen Halbwertzeit des IRF-7-Proteins (Sato et al., 2000) kann von dessen Expressionsprofil 
und einer bekannten IFN-Produktion (Abb. 4.3 und 4.13) auf eine intakte intrazelluläre 
Signalweiterleitung geschlossen werden.  
Die IRF-7-Expression der Zellen spiegelt deren jeweiliges IFN-κ-Expressionsprofil wider 
(Abb. 4.25). Die gegenüber E7-Zellen verringerte Gesamt-IFN-Produktion (IFN-κ plus IFN-
β), die autokrin auf die Zellen zurückwirkt, führt in E6-Keratinozyten zu einer 
vergleichsweise schwächeren konstitutiven Expression von IRF-7 (Abb. 4.25). Dies 
korrelierte außerdem mit dem frühen Eintritt der VSV vermittelten Lyse und einer schwachen 
MxA-Expression. Die Anwesenheit beider Onkoproteine verstärkte diesen beobachteten 
Effekt durch Reduktion der IFN-κ-Expression und führte zu einer weiteren Verringerung von 
MxA und IRF-7. 
Eine Hemmung der IFN-Signalweiterleitung kann aufgrund dieser Daten nicht angenommen 
werden.  
Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu zahlreichen Interaktionen der Onkoproteine 
von HPV und Teilen des IFN-Signaltransduktionsweges, die bereits publiziert wurden (Ronco 
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et al., 1998; Li et al., 1999; Barnard und McMillan, 1999; Barnard et al., 2000; Perea et al., 
2000; Park et al., 2000). Aus diesem Grund war es von Interesse, den individuellen Einfluß 
der einzelnen Onkogene mit Hilfe des verwendeten Modellsystems auf die IFN-
Signaltransduktion in Keratinozyten als natürlichem Wirt von HPV zu untersuchen. 
 
 
5.6 Die Expression viraler Onkogene und der Einfluß auf die 
zelluläre Signaltransduktion  
 
5.6.1 Der Einfluß der Onkoproteine von HPV16 auf die IFN-Signal-
transduktion 
 
Interaktionen der viralen Onkogene mit dem IFN-Signaltransduktionsweg sind vielfach 
beschrieben. So wurde für E6 von HPV16 in der humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080 eine 
Interaktion mit Tyk2, einer IFNA-Rezeptor-assoziierten Kinase, nachgewiesen (Li et al., 
1999). Auch wurde eine Interaktion von E6 mit dem Transkriptionsfaktor IRF-3 in 
Keratinozyten beschrieben (Ronco et al., 1998). Durch die Überexpression von E7 in 
humanen, spontan immortalisierten Keratinozyten (HaCat) konnte die Bindung an p48 gezeigt 
werden (Barnard und McMillan, 1999). E7 ist ferner in der Lage, durch die Rekrutierung 
einer Histondeacetylase die Expression IRF-1-abhängiger Gene durch Änderungen in der 
Chromatinstruktur negativ zu beeinflussen (Park et al., 2000). Dadurch sollte es auch zu einer 
Blockierung der IFN-induzierten Signaltransduktion kommen.  
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Abb. 5.1 Schematische Darstellung der in der Literatur beschriebenen Wechselwirkungen 





Jedoch ein generell hemmender Einfluß der Onkogene auf die IFN-Signaltransduktion in 
HPV-positiven Tumorzelllinien und davon abgeleiteten Zellhybriden besteht nach exogener 
IFN-β-Gabe nicht (Bachmann et al., 2002). 
Das verwendete Modellsystem erlaubte hingegen eine genaue Analyse des Einflusses der 
einzelnen Onkogene oder deren Kombination von HPV auf die IFN-Signaltransduktion in der 
natürlichen Wirtszellumgebung.  
Dabei stellte sich heraus, dass eine Induktion der IFN-β-Expression nach EMCV-Infektion 
von einer Dimerisierung der IRF-3-Faktoren und deren Translokation in den Zellkern 
begleitet wird (Abb. 4.7 und 4.8). Die Anwesenheit von E6-Onkoprotein verhinderte dies 
nicht.  
Ein weiterer Befund dieser Arbeit steht ebenfalls im Gegensatz zu bisherigen 
Veröffentlichungen. So konnte ein inhibierender Einfluß von E7 auf die Aktivierung von p48 
in diesem Modellsystem nicht beobachtet werden. E7-Keratinozyten weisen konstitutiv 
größere Mengen an p48-Protein auf (Abb. 4.29). Dieses Protein bedingt seine eigene 
Expression und ist maßgeblich an der Expression von Interferon und IFN-induzierbaren 
Genen, wie MxA (Abb. 4.16) und PKR (Abb. 4.10) beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass 
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diese Proteine in E7-Zellen deutlich stärker exprimiert werden, was auch mit dem IFN-Status 
korrelierte. Diese Daten belegen die Funktionalität des detektierten p48-Proteins und zeigen, 
dass auch in Anwesenheit von E7 die Weiterleitung eines IFN-Signals in den Zellkern erfolgt. 
Ein weiterer negativer Effekt von E7 auf die IRF-1-vermittelte Genexpression kann aufgrund 
vorliegender Daten gleichfalls ausgeschlossen werden: Im IFN-β-Promotor befindet sich eine 
positiv-regulatorische Domäne, an die IRF-1 bindet. Das IFN-β-Expressionsprofil des 
verwendeten Modellsystems weist jedoch keine Onkogen-abhängigen Unterschiede auf (Abb. 
4.3 und 4.15). 
Als mögliche Ursache der vorliegenden Diskrepanzen zwischen eigenen und publizierten 
Ergebnissen kann die Tatsache gelten, dass es sich bei den bereits veröffentlichten Daten 
(Koromilas et al., 2001) um transiente Überexpressionsstudien sowie um Kotransfektions-
experimente und zum Teil heterologe Zellsysteme handelt und dass die in diesen Studien 
verwendeten Zellen nicht den natürlichen Zielzellen der humanen Papillomviren entsprechen. 
Die beschriebenen Interaktionen der Onkoproteine mit der IFN-Signaltransduktion können 
anhand dieser Ergebnisse nicht völlig ausgeschlossen werden. Dass diese, wenn vorhanden, 




5.6.2 Der Einfluß der Onkoproteine von HPV16 auf die TNF-α-Signal-
transduktion  
 
Die Expressionsanalyse von IRF-7 hatte Onkogen-abhängige Unterschiede hinsichtlich einer 
möglichen Induzierbarkeit des IRF-7-Gens durch TNF-α gezeigt. Da für tumorigene 
Zervixkarzinom-Zelllinien bereits eine Störung der TNF-α-vermittelten IFN-β-Induktion 
nachgewiesen werden konnte, war eine Analyse der TNF-α-Signaltransduktion von 
besonderem Interesse. 
Bei einer intakten TNF-α-vermittelten Signalweiterleitung wird NFκB, bestehend aus den 
Untereinheiten p65 und p50, als Transkriptionsfaktor für nachgeschaltete Gene aktiviert 
(Baeuerle, 1991). Der Transkriptionsfaktor wird im nicht aktivierten Zustand durch die 
Untereinheit IκB im Zytoplasma zurückgehalten (Beg et al., 1993). Besondere Bedeutung hat 
NFκB in der Signaltransduktion während des Auftretens von Abwehrmechanismen des 
Immunsystems (Baeuerle und Henkel, 1994). Für eine TNF-α-vermittelte Aktivierung ist eine 
Freisetzung mit Hilfe der IκB-Kinase nötig (Beg und Baldwin, 1993). Die PRDII-Sequenz im 
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Promotor von IFN-β wurde als eine NFκB-Bindungssequenz identifiziert (Visvanathan und 
Goodbourn, 1989). Von HPV16-exprimierenden Keratinozyten ist eine Induktion der 
Expression der p50-Untereinheit in Abhängigkeit von E6 beschrieben. Es wurde auch 
berichtet, dass NFκB-abhängige Gene in Anwesenheit des Onkogens E6 eine verstärkte- 
(Nees et al., 2001) oder aber sogar eine verringerte Expression zeigen (Havard et al., 2002). 
Andererseits wurde ein Einfluß von E7 auf die IκB-Kinase-α beschrieben, die dadurch die 
Freisetzung von NFκB aus dem Komplex mit IκB inhibiert und so die Translokation von 
NFκB in den Zellkern vermindert (Spitkovsky et al., 2002).  
Eine Behandlung der immortalisierten Keratinozyten mit TNF-α zeigte jedoch keine 
Unterschiede zwischen den einzelnen Onkogen-exprimierenden Keratinozyten im Falle der 
IκB-α-Degradation (Abb. 4.26). Auf eine physiologische Relevanz des spezifischen 
Einflusses von E7 auf die NFκB-abhängige Signaltransduktion kann in der natürlichen 
Wirtszellumgebung von HPV somit nicht geschlossen werden.   
Eine Bindung von NFκB an die PRDII-Sequenz des IFN-β-Promotors konnte ebenfalls in 
allen 3 Zelllinien beobachtet werden (Abb. 4.27). In der Tat wurde hierbei eine verstärkte 
Bindung unter Verwendung des p50-spezifischen Antikörpers in E6- oder E6/7-Zellen 
festgestellt. Diese Beobachtung lässt auf eine E6-abhängige verstärkte Induktion der p50-
Untereinheit schließen (Nees et al., 2001; Havard et al., 2002). Insgesamt lieferte die 
durchgeführte experimentelle Analyse jedoch keine Hinweise auf eine durch die Onkogene 
verursachte Störung der klassischen NFκB-Signaltransduktion. 
Eine weitere Möglichkeit der Dysregulation besteht in der TNF-α-vermittelten Induktion des 
IRF-1-Gens (Kirchhoff et al., 1999; Bachmann et al., 2002). Bei der TNF-α-vermittelten 
Induktion von IFN-β kommt es zunächst 1 Stunde nach Behandlung zu einer 
transkriptionellen Aktivierung von IRF-1. Anschließend induziert IRF-1 zusammen mit 
NFκB die Expression des IFN-β-Gens (Kirchhoff et al., 1999). Tumorigene Zervixkarzinom-
Zelllinien haben diese Eigenschaft verloren. Eine TNF-α-Behandlung hat in diesem Fall nicht 
mehr die Induktion des IRF-1-Gens zur Folge. Anschließend kommt es nicht zu einer 
Aktivierung von IFN-β (Bachmann et al., 2002). 
Untersuchungen der immortalisierten Keratinozyten auf RNA-Ebene haben gezeigt, dass eine 
Induktion der IRF-1-Expression in allen 3 Zelllinien generell möglich ist. Eine Erhöhung der 
IRF-1-Transkriptmenge war in E7-Zellen aber signifikant stärker ausgeprägt als in E6 und 
E6/7-Zellen (Abb. 4.28). Aus diesen Daten kann gefolgert werden, dass es innerhalb der 
HPV-vermittelten Tumorigenese zu einer E6-abhängigen spezifischen  Beeinträchtigung der 
TNF-α-vermittelten Induktion der IRF-1-Transkription kommt.  
                                                                                                                                     Diskussion                         
                                                                                                                                                   101
Zwischen einer generellen TNF-α-vermittelten Signaltransduktion und einer TNF-α-
induzierten IRF-1-Expression muß dementsprechend in den HPV-positiven Keratinozyten 
unterschieden werden.  
Ein weiteres wichtiges Merkmal in diesem Zusammenhang ist die Unfähigkeit der E6- und 
E6/7-Zellen durch eine TNF-α-Behandlung eine antivirale Resistenz auszubilden (Abb. 4.11).  
E6 und E6/7-Zellen sind nicht tumorigen, wie Studien in der Nacktmaus beweisen, und eine 
TNF-α-vermittelte Induktion von IRF-1 ist in beiden Zelllinien ebenfalls möglich. Zwischen 
diesen beiden Eigenschaften konnte Bachmann et al. eine klare Korrelation aufzeigen. 
Dennoch sind E6- und E6/7-Zellen nicht in der Lage, einen TNF-α-vermittelten Schutz 
gegenüber VSV herzustellen. 
Es konnte also mit Hilfe des Modellsystems gezeigt werden, dass eine Induzierbarkeit von 
IRF-1 allein nicht ausreicht, um einen antiviralen Status aufzubauen. Die Menge des 
exprimierten IRF-1-Proteins ist ebenfalls entscheidend. 
Ein möglicher Einfluß des E6-Onkoproteins auf die TNF-α-Signaltransduktion ist mehrfach 
untersucht worden und wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Liu et al., 1999; 
Vikhanskaya et al., 2002; Filippova et al., 2002). Divergierende Ergebnisse sind 
wahrscheinlich auf pleiotrope Effekte des E6-Onkoproteins zurückzuführen und müssen wohl 
zelltypspezifisch ermittelt werden.  
Primäre Keratinozyten und immortalisierte Keratinozyten exprimieren konstitutiv TNF-α 
(Havard et al., 2002). Allerdings sezernieren E6- und E6/7-Zellen weniger als E7-
Keratinozyten.  
IFN-α und -β haben ihrerseits keinen Einfluß auf eine TNF-α-Synthese (Matsuura et al., 
1998). Inwieweit das für die immortalisierten Keratinozyten nachgewiesene, konstitutiv 
gebildete TNF-α (Havard et al., 2002) jedoch Auswirkungen auf eine IFN-κ-Produktion hat 
und ob sich aufgrund einer verringerten TNF-α-Expression in E6-exprimierenden Zellen eine 
verminderte IFN-κ-Expression herleiten lässt (Abb. 4.14), müssen fortführende Analysen 
klären. 
Interessanterweise ist der entgegengesetzte Mechanismus bereits bekannt. IFN-κ induziert in 
Monozyten und dendritischen Zellen die Expression des Tumor-Nekrose-Faktor-α (Nardelli et 
al., 2003). Dieser Befund unterscheidet IFN-κ deutlich von anderen Typ I Interferonen, die 
dazu nicht in der Lage sind.  
Anhand dieser Daten kann folgendes Modell eines immunologischen „escape“-Mechanismus 
abgeleitet werden, das möglicherweise eine Erklärung für das Fehlen von Monozyten in 
dysplastischen Läsionen liefert: Durch die Verringerung der IFN-κ-Expression in HPV-
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infizierten Zellen kann der beschriebene „Feedback“-Mechanismus (Abb. 1.2) nach einer 
Infektion nicht ausgebildet werden. Eine verstärkte Expression von TNF-α in mononukleären 
Zellen unterbleibt, womit eine MCP-1–Induktion und die nachfolgende Chemotaxis von 
weiteren Makrophagen nicht möglich sind. IFN-β würde in der Folge nicht induziert und die 
HPV-Transkription nicht supprimiert. Die HPV-infizierte Zelle entgeht auf diese Weise nicht 
nur sehr effizient der Kontrolle des Immunsystems, sondern auch dem 
wachstumsinhibitorischen Effekt der Interferone und erhält somit einen klaren 
Wachstumsvorteil.  
 
Ein weiterer Selektionsvorteil einer HPV-infizierten Zelle besteht in der Störung der TNF-α-
vermittelten NFκB-Signaltransduktion. Selbst bei Einwanderung immunologischer 
Effektorzellen und Abgabe von TNF-α in den interzellulären Raum kann eine Induktion von 
IFN-β durch IRF-1 in HPV-überexprimierenden Keratinozyten nur unzureichend erfolgen. 
Dies hätte wiederum Auswirkungen auf die Ausbildung des beschriebenen 
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5.7 Ausblick 
 
Eine mögliche Erklärung für die beobachteten Phänomene könnte in der Bindung von HPV16 
E6 an CBP/p300 zu finden sein (Patel et al., 1999; Zimmermann et al., 1999). CBP/p300 ist 
als Co-Transkriptionsfaktor mit Histon-Acetyl-Transferase-Aktivität maßgeblich an der 
Ausbildung der Transkriptionsmaschinerie für die Aktivierung zahlreicher Gene beteiligt 
(Imhof et al., 1997). Auch die Untereinheit p65 von NFκB bindet CBP/p300 und benötigt 
diesen Cofaktor zur Aktivierung NFκB-abhängiger Gene (Gerritsen et al., 1997). Für die 
Induktion von IRF-1 durch NFκB in HPV-negativen Zellen konnte gezeigt werden, dass der 
zur STAT-Proteinfamilie gehörende Faktor STAT-5b mit NFκB um CBP/p300 konkurriert 
und im Falle einer Aktivierung durch Prolaktin die Expression von IRF-1 inhibiert (Luo und 
Yu-Lee, 2000). Interessanterweise wird STAT-5 jedoch auch durch IFN aktiviert (Meinke et 
al., 1996).  Die kompetitive Bindung von E6 und NFκB an CBP/p300 in IFN-induzierten- 
also STAT-5b aktivierten Zellen- könnte also zum selektiven Verlust der Induzierbarkeit von 
IRF-1 durch TNF-α führen. Eine Möglichkeit zur Überprüfung dieser Hypothese bestünde in 
der Überexpression von CBP/p300 in E6/7-Zellen bzw. in Zervixkarzinom-Zelllinien. Auf 
diese Weise könnte ermittelt werden, ob dadurch eine ausreichende Versorgung dieser 
Cofaktoren eine NFκB-vermittelte Gentranskription gewährleistet würde. Eine 
Überexpression von STAT5b in E7-Zellen könnte veranschaulichen, ob dieser Faktor 
tatsächlich eine Hemmung der IRF-1-Transkription verursacht. 
Die hier gewonnenen Daten unterstützen das Konzept einer therapeutischen Behandlung 
prämaligner HPV-positiver Läsionen mit VSV: Mit Hilfe dieses Virus können selektiv 
Tumorzellen lysiert werden, während angrenzendes gesundes Gewebe durch Interferone 
geschützt würde (Stojdl et al., 2000, Giedlin et al., 2003). Dieser elegante Ansatz ist nicht nur 
für bereits entartete Zellen in der HPV-vermittelten Karzinogenese denkbar. Prämaligne, 
chronisch infizierte Vorstufen, die die Onkogene E6 und E7 überexprimieren, würden 
ebenfalls durch eine VSV-Therapie zerstört und könnten so für die Patientin ohne 
schmerzhaften operativen Eingriff entfernt werden. Außerdem eröffnet der in dieser Arbeit 
aufgezeigte Einfluß von HPV auf IFN-κ einen möglichen Nutzen in der Therapie HPV-
induzierter Läsionen und Karzinome. Wo IFN-α und -β vergleichsweise nur geringe Wirkung 
zeigten, wäre eventuell eine Therapie mit IFN-κ effektiver. Eine gezielte Induktion der TNF-
α-Expression durch IFN-κ-Behandlung in immunologischen Effektorzellen ermöglicht unter 
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Umständen eine insgesamt verringerte Dosierung des Interferons. Auf diese Weise ließen sich 
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